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 که تندهس اکسیدازیفنلپلی ویژگی با هاگلیکوپروتئین از گروهی لاکازها

 گیاهان، در نزیمیآ گروه این د.نماین اکسید را گوناگونی ترکیبات توانندمی

 در مهمی هاینقش دارای و شوندمی بیان هاباکتری و حشرات ها،قارچ

 ویی،دار غذایی، صنایع در گوناگونی کاربردهای و زیستی هایفعالیت

 کهاین و مآنزی این ساختار به توجه با باشند.می نظامی حتی و نساجی

 ازجمله هاپروتئین کامل تولید به قادر گیاهان در پروتئین بیان تشکیلات

 ایازهس زیستی، پالایش در کاربرد جهت به باشندمی هاگلیکوپروتئین

 بیان ژهوی باکتریایی پیشرانه کنترل تحت قارچی II لاکاز که گردید طراحی

 Tobacco Etch Virus ترجمه تشدیدکننده و سنتاز مانوپین ریشه در

 توتون Q یاسید اندوکیتیناز پپتید سیگنال افزودن شود. بیان توتون گیاه در

 از استفاده با شود.می آپوپلاستی فضای به آن ترشح باعث آنزیم ابتدای به

 وسیلهبه ازلاک ژن توسط توتون گیاهان تراریختی پلیمراز، ایزنجیره واکنش

 در لاکاز کترانسکریپتومی بیان کمینیمه نتایج گردید. تأیید آگروباکتریوم

 و ریشه در آن متمایز بیان نشانگر مفروض هایتراریخت رگب و ریشه

 نتازس مانوپین باکتریایی پیشرانه متمایز کارکرد از ناشی که بود برگ

 کرد. تأیید را ریشه در بالغ پروتئین تولید بلاتینگ وسترن نتیجه باشد.می

 پپتید لسیگنا صحیح عملکرد نشانه سایز تک صورتبه پروتئین این وجود

 به توجه با باشد.می توتون ریشه در آپوپلاستی فضای به آن شحتر و

 توانمی زیستی پالایش یا آنزیم استخراج جهت گیاهان این کاربرد

 آنزیمی فعالیت و پروتئین میزان اساس بر را موردنظر هایتراریخت

 نمود. گزینش و غربالگری

 

 انوپینم ز،لاکا توتون، ،ریشه توسط ترشح تراریختی، کلیدی: هایواژه

 .سنتاز

Laccases are a group of glycoproteins which can 

oxidize a wide range of compounds with various 

biological activities and industrial applications in food 

and beverage, pharmaceutical, textile, and even 

military-related industries. Regarding this enzyme 

structure and the ability of plant protein production 

machinery for protein glycosylation, a construct 

consisting of fungal laccaseII under control of root-

specific mannopine synthase promoter and tobacco etch 

virus translation enhancer was designed for tobacco 

transformation to be used in phytoremediation. N-

terminal addition of acidic tobacco endochitinase Q to 

Laccase directs its apoplastic secretion. Putative laccase 

agrobacterium-mediated transformants were confirmed 

using polymerase chain reaction. Semi-quantitative 

PCR of roots and leaves of putative transformants 

showed differential expression of the laccase gene at 

the transcriptomic level resulting from the differential 

function of bacterial mannopine synthase promoter. 

Western blotting results confirmed production of 

mature protein in roots which also confirms the correct 

function of signal peptide and secretion of this enzyme 

into the apoplastic space of roots. Regarding their 

application for protein production or phytoremediation 

transgenics of interest should be screened based on 

protein concentration and enzyme activity.  
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 استفاده با قارچی لاکاز تولیدکننده تراریخت توتون ایجاد
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 مقدمه

 حاوی اکسیداز فنلپلی يک (EC 1.10.3.2) لاکاز
 وسیعی دامنه ناکسیداسیو که است مس مولکول چند
 عنوانبه اکسیژن از استفاده با را غیرآلی و آلی مواد از

 Passarini et) دهدمی انجام الکترون پذيرنده يک

al., Tzanov et al., 2003; Xiao et al., 2004; .
2015; Rezaei et al., 2015.) لاکازها 

 کربوهیدرات درصد 30تا 15 حاوی هایگلیکوپروتئین
 وزن دارای و ،مونومر شکل به بیشتر که هستند

 توسط و هستند 90 تا kDa 50 بین مولکولی
 صورتبه که آينددرمی رمز به هاژن از ایخانواده
 ,.Xiao et al ) شوندمی تولید چندگانه هایايزوزيم

2004; Mansur et al., 2003) ابتدا آنزيم اين 
 کشف Rhus vernicifera گیاه در هاژاپنی توسط
 گیاهان در ازآنپس و (Yoshida, 1883) گرديد

 شد يافت حشرات و هاقارچ ها،باکتری مختلف،
(Soden et al.,2002; Xiao et al.,2004; Xu 

et al., 2015). پوسیدگی هایقارچ در همچنین 
 دارای لاکازها شود.می يافت فراوانی به چوب سفید
 مس اتم نوع سه صورتبه که هستند مس اتم چهار
 مس نوع سه اين .(T1,T2,T3) شوندمی ندیبدسته

 اسپکتروسکوپی از استفاده با توانمی را
 الکترونی پارامغناطیسی تشديد و فرابنفش/مرئی

EPR) داد تشخیص (Pannu and Kapoor, 

2014; Shraddha et al., 2011.) 
 80 تا 20 بین توجهیقابل حرارتی پايداری لاکاز

 لاکازها فعالیت بهینة یدما اما دارد گرادسانتی درجه
 ماده پیش (.Xu et al., 2015) است متفاوت باهم

 رکیباتت و فنل لاکاز، فعالیت انجام برای طبیعی
 فنل،پلی آمینوفنل، فنل،پارا و ارتو مثل آن مشابه
 هامادهپیش اين باشد،می آمیندیآريل و نآمیپلی
 يک شدن جدا با و شوندمی اکسید لاکاز وسیلهبه
 Pannu) آيدمی در آزاد راديکال صورتبه کترونال

and Kapoor, 2014.) در آنزيم اين pHهای 
 pH در آن فعالیت بیشینه و دارد فعالیت متفاوت

 Shraddha et) است شده ديده 6 تا 5/4 هاقارچ

al., 2011.) 

 گرفته نظر در صنعت در مهمی بالقوه آنزيم لاکاز
 و فناوریزيست رد متنوعی کاربردهای زيرا شودمی

 کاربرد و ضايعات زدايیسم در ازجمله زيستمحیط
 همچنین دارد. فنلی ترکیبات حسگر زيست عنوانبه

 يک عنوانبه صنعتی بریرنگ فرآيندهای در لاکاز
 در نساجی، و غذايی صنايع در زيستی، سفیدکننده

 (Pannu and Kapoor 2014) هاپارچه رزی رنگ
 Montazer and) هاپارچه شويیسنگ

Sadeghian, 2008) در رنگ شفافیت حفظ و 
 ,Sadeghian and Montazer) دارد کاربرد نساجی

 نوين هایتولیدکننده زمینه در همچنین .(2009
 هایسوخت نظامی، امور در حسگرهازيست و انرژی
 Tzanov et) رودمی کار به بیوالکتروکاتالیز و میکرو

al., 2003; Xiao et al., 2004; Hood et al.,. 
2003 Gupta et al., 2003). در اين بر علاوه 

 خوراکی هایرنگ تهیه برای غذايی صنايع
 کردن مريزهپلی به قادر چون دارد وسیع کاربردهای
 آبمیوه، نان، خمیر کیفیت در و باشدمی هامولکول

 صنعت در همچنین باشدمی تأثیرگذار نوشیدنی انواع
 سمی مواد خمیرکاغذ تولید امهنگ خمیرکاغذ و کاغذ
 که شودمی تولید کلرولیگنین مثل متفاوتی کلردار
 تولید حین در ترکیبات اين حذف در تواندمی لاکاز
 همچنین لاکاز (.Virk et al., 2013) باشد مؤثر
 پلی چون ترکیباتی پالايی( )سم زدايیسم در تواندمی
 دباش داشته نقش زيستمحیط و خاک از الکل ونیل

(Chhabra et al., 2015). امروزه دارويی بخش در 
-Maestre) ضدالتهاب داروهای تهیه در آن از

Reyna et al., 2015) برای آرايشیلوازم در و 
 Pannu and) شودمی استفاده پوست شفافیت

Kapoor, 2014.) در اخیر هایپیشرفت 
 تراريختی به قادر را پژوهشگران بیوتکنولوژی،

 است کرده گیاهان از زيادی هایگونه ژنتیکی
(Umbeck et al., 1987) گوناگونی گیاهان و 
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 ترا محصولات تولید برای آمیزیموفقیت طوربه
 برای مؤثر و ارزان سیستم عنوانبه و مختلف ريخته
 Gutiérrez et) است شدهاستفاده هاپروتئین تولید

al., 2013; Davarpanah et al., 2009; Foo 

and Kaplan, 2002; Min et al., 2015; 

Scheller et al., 2001) لاکاز شامل امر اين که 
 از لاکاز بیانی بیش متعددی پژوهشگران شود.می نیز

 را تراريخت گیاهان ايجاد و زيستی گوناگون منابع
 de Wilde et al., 2008; Hirai) اندکرده گزارش

et al., 2008; Hood et al.,. 2003; Sonoki et 

al., 2005; Yoo et al.,. 2008). نخستین برای 
 لاکاز مؤثر بیان برای سیستمی 2008 سال در بار

 ,.Yoo et al) شد ايجاد کلروپلاست در نوترکیب

 ترانسپلاستومیک گیاهان در اگرچه .(2008
 رخ لاکاز mRNA انباشت کلروپلاست( در )نوترکیب

 در همچنین نشد. داده تشخیص آن پروتئین ولی داد
 .Davarpanah et al توسط که ديگر پژوهشی

 کلروپلاست در لاکاز بیانی بیش ،شد انجام (2012)
 در فراوان پروتئین تولید به منجر اگرچه توتون

 آنزيمی فعالیت موجود لاکاز اما .شد کلروپلاست
 و لاکاز ساختار به توجه با نداد. نشان توجهیقابل
 ترشح و ولیدت و محیط با گیاه مبادلات در ريشه نقش

 ,.Drake et al., 2009; Gaume et al) هاپروتئین

 با تا شد طراحی ایسازه تحقیق اين در ،(2003
 ترشح و ويژه– ريشه بیان آن، توسط توتون تراريختی

 که آنجا تا گیرد. صورت توتون گیاه توسط لاکاز
 در پژوهش اين که است بار نخستین برای دانیممی
 گیرد.می صورت دنیا

 

 هاروش و مواد

 سازه ساخت و طراحی

 NCBI اطلاعات بانک از استفاده با

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) بانک و 
 (http://www.uniprot.org)پروتئین اطلاعات
 با سازه خصوصیات شد. انتخاب سازه موردنظر قطعات
  سازه طراحی بر مؤثر عوامل کلیه به توجه

 ترجمه تشديدکننده ز،سنتا مانوپین پروموتر جمله از
Tobacco Etch Virus، توالی ترشحی، پپتید سیگنال 

 Trametes versicolor قارچ Laccase2 آنزيم ژن

(Uniprot: Q12718) سیگنال حذف از پس  
  پپتید سیگنال با آن جايگزينی و قارچی پپتید

 و (Uniprot: p17514) توتون Q اسیدی اندوکیتیناز
 سرور توسط پپتید سیگنال برش تأيید

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalPSi )
gnaLP 4.1 (Petersen et al., 2011)، سازیبهینه 

 معکوس ترجمه ابتدا نوترکیب لاکاز ژن به مربوط کدون
 سامانه توسط آمدهدستبه DNA توالی و شد
(http://www.kazusa.or.jp/codon ) 
(http://eu.idtdna.com/CodonOpt) بیان جهت 

 تگ شد. انجام کدون سازیبهینه توتون در بهینه
 توسط مناسب برشی هایجايگاه و هیستیدين

 بررسی بخش، هر با مرتبط تخصصی متعدد هایسايت
 با توتون گیاهی میزبان در کدون سازگاری و بیان امکان
 /https://www.genscript.com/ tools) از استفاده

rare-codon-analysis) افزارنرم ینهمچن وBioedit 

 بانک در موردنظر سازه .شد تحلیل و بررسی 7.0.5.3
 .(1)شکل گرديد ثبت KP036495 شماره به ژن

 

 
 ونتوت گیاهان در قارچی لاکاز ويژه-ريشه بیان جهت شده طراحی سازه .1 شکل

mas2’ promoter: 2 سنتاز مانوپین پیشرانه، TEV: ترجمه دکنندهتشدي tobacco etch virus، SP: پپتید نالسیگ 
 تايی شش هیستیدين تگ :His قارچی، پپتید سیگنال بدون قارچی 2لاکاز :Lac توتون، اسیدی Q اندوکیتیناز

 

 

mas2’ promoter TEV SP Lac 
His 
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  Biomatik شرکت توسط موردنظر توالی سپس
 سازیهمسانه pUC57 وکتور در و گرديد سنتز کانادا
 آن درستی از توالی، تعیین زا پس .گرديد انجام

 برش جايگاه دو در توالی اين شد. حاصل اطمینان
 مخصوص وکتور در HindIII/SacI هایآنزيم

 و شد سازیهمسانه pBI121 گیاهان تراريختی
 اين .گرفت انجام توالی تعیین شرکت، توسط مجددا  
 شد. گذارینام pBlac جديد وکتور
 

 پرایمر طراحی

  با لاکاز ژن شناسايی تجه پرايمر جفت يک
 NCBI سايت و Oligo 7.58 افزارنرم از استفاده

 :LacR و LacF: ccagcatacactggcatgga توالیبه

agctggtaatgggtacacgc  ژن از بخشی برای lcc2 
 طراحی باز جفت 800 حدودا  طول به Laccas2 آنزيم
 .گرديد سنتز ايران سیناکلون، شرکت توسط و شد

 
 تریباک تراریختی

 جديد پلاسمید توسط DH5α سويه E.coli باکتری
 سلول )تهیه الکتروپوريشن روش به pBlac بانام

 جريان طريق از نظر مورد ژن تلقیح سپس و مستعد
 به قادر که تراريخت هایکلنی گرديد. تراريخت برق(
 کانامايسین 50 اضافه به LB جامد محیط روی بر رشد
 شب طول در کشت یطمح اين لیترمیلی سه در بودند
 باکتری پلاسمید، استخراج از پس .شدند کشت

Agrobacterium tumefaciens LBA4404  به 
 با مستعد، ياخته تهیه از )بعد حرارتی شوک روش
 شود(می انجام پلاسمید تلقیح عمل حرارتی شوک

 سه در مجددا  شدهگزينش هایکلنی شد. تراريخته
 کانامايسین 50 افهاض بهYEP  مايع محیط لیترمیلی
 ساعت(، 8) شب طول در رشد از پس و شدند کشت

 برای شدهطراحی پرايمرهای توسط هاآن تراريختی
 ایزنجیره واکنش توسط لاکاز به مربوط توالی
 (.2 )شکل شد تأيید پلیمراز
 

 
 Agrobacterium tumefaciens تراريختی يیدأت .2 شکل

LBA4404 از استفاده با لیمرازپ ایزنجیره واکنش توسط 
 800 حدود اندازه به لاکاز ژن میانی بخش برای ويژه پرايمر

  ،pBlac پلاسمید مثبت کنترل :C+ ،باز جفت
-C: ،آگروباکتريوم  At: روی که آگروباکتريوم کلنی تک 

 رشد لیتر بر گرممیلی 50 کانامايسین دارای YEP محیط
 .kb1+ مارکر سايز ایاندی :M بود. کرده

 
 گیاه تراریختی

 Agrobacterium tumefaciens باکتری

LBA4404 محیط در شب طی در YEP50 حاوی 
 برسد.  600OD=1 به تا شد کشت کانامايسین گرممیلی
 بدون YEP محیط لیترمیلی 50 مجددا  اين از پس
 28دمای در ساعت 4 تا 2 و شد تلقیح بیوتیکآنتی
 زده هم دقیقه در دور 190 سرعت با گرادسانتی درجه
 در دقیقه 1 مدت به سپس برسد. 600OD=1 به تا شد

 رسوب سپس شد. سانتريفوژ دقیقه در دور 12000
 میکرمولار 100 همراه به اينفیلتراسیون محیط باکتری

 شد افزودهدرصد  IGEPAL® 001/0 و استوسرينگون
(Behnam et al., 2016). قطعات ساعت يک از پس 

 يافته پرورش ماهه 2 توتون اهگی برگ متریسانتی يک
 دسیکاتور در و افزوده آن به بافت، کشت شرايط در

 مدت به بارمیلی 100 برابر خلائی نهايت در شد. گذاشته
 از خروج حال در هوای حباب تا شد اعمال دقیقه 10
 پس .(Leuzinger et al., 2013) شود مشاهده برگ
 جدا قطعات شد. گرفته برگی قطعات رطوبت آن از

 Agrobacterium باکتری حاوی کشت

        At        At        C-         C +        M 

800bp 
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tumefaciens LBA4404 محیط به RMOP 
 ،«MS» اسکوگ-موراشیگ پايه های)نمک
 30 ساکاروز اسکوگ،-موراشیگ محیط هایويتامین

 نفتالن لیتر، بر گرممیلی 1 آمینوپورين بنزيل لیتر، بر گرم
 سطح شدند. منتقل لیتر( بر گرممیلی 1/0 اسید استیک
 روز 3 از پس گرفت. قرار محیط روی برگ بالايی
 لوکس 3000 و گرادسانتی درجه 28 دمای در کشتهم

 ساعت 6 و ساعت 18 روشنايی دوره طول با روشنايی
 حاوی (RMOP) محیط همین به هاجداکشت تاريکی،
 50 و سفوتاکسیم بیوتیکآنتی لیتر بر گرممیلی 300
 شدند. منتقل ینکانامايس بیوتیکآنتی لیتر بر گرممیلی
 روز 21 هر شد. گذاشته محیط روی برگ زيرين سطح

 پذيرفت. صورت (RMOP) جديد محیط به واکشت
 کشت جدا از شده باززايی احتمالی تراريخت گیاهان
 غلظت نصف با MS محیط به زايیريشه جهت برگ
 تسريع خاطر به ساکاروز 3% اضافه به ماکرو هاینمک
 (.3 )شکل دگردي منتقل زايیريشه در
 

 گیاه تراریختی تأیید

گرم میلی 100حدود  برای تأيید تراريختی گیاه تنباکو،
انجام  DNAبافت برگی از هر گیاه جدا شد و استخراج 

ای پلیمراز با واکنش زنجیره .(Doyle, 1990) گرفت
 جفت بازی از ژن 800شرايط زير که برای قطعه حدود 

lcc2  مربوط به آنزيمLaccase2 شده بود، احیطر
 انجام شد. واکنش در دستگاه ترموسايکلر

Mastercycler® pro, eppendorf, USA 3  دقیقه
 36سازی اولیه( و گراد )واسرشتهدرجه سانتی 95در 

گراد درجه سانتی 94ثانیه  30چرخه با برنامه 
گراد درجه سانتی 60ثانیه در دمای  60سازی(، )واسرشته

گراد )دمای درجه سانتی 72ه ثانی 30)دمای اتصال(، 
دقیقه در دمای  5بسط بهینه آنزيم پلیمراز( و درنهايت 

گراد )بسط نهايی( انجام شد. برای انجام درجه سانتی 72
PCR  میکرولیتر، بافر واکنش  25با حجم نهايیX 10 

 75/0میلی مولار  dNTP 10 ،میکرولیتر 5/2به مقدار 

لاکاز  lcc2 میکرولیتر، پرايمرهای اختصاصی ژن
 2ژنومیک به میزان  pmol10 ،DNAهرکدام  
میکروگرم( و در آخر آنزيم  1)کمتر از  میکرولیتر

PrimeTaq DNA Polymerase, GeNetBio,. 

Korea  به میزانlµ 25/0 .به ويال اضافه گرديد 
 

 ترانسکریپتومی سطح در لاکاز بیان تأیید

RNA و ريشه با کمک بافر  از بافت گیاهی برگ
 با استفاده از لیتیم کلرايد استخراج شد RNAاستخراج 

(Behnam et al., 2016) کیفیت و کمیت .RNA 
و با کمک  TBEاستخراجی با الکتروفورز در بافر رقیق 

با استفاده از کیت سنتز  cDNA نانودراپ تعیین شد.
cDNA (DNA-Technology, Russia ساخته شد )

لاکاز،  lcc2ه از پرايمرهای اختصاصی ژن و با استفاد
PCR  10به اين شرحx PCR buffer µl 5/2، µl 

dNTP mixture2 ،10 کدام هر پرايمر هر pmol، µl 

cDNA 2، µl Taq DNA polymerase 5/0  با
تر گفته شد و طبق شرايطی که پیش µl25حجم نهايی 
از  عنوان شاهد، بیان ژن اکتین توتون بابهانجام گرفت. 
و   ActF: aatgtacctgccatgtatg  پرايمرهای

ActR: tccaatccagacactgtac  جهت مقايسه
کمی بیان لاکاز مورداستفاده قرار گرفت. دمای نیمه

ثانیه در نظر  50گراد به مدت درجه سانتی 55اتصال 
ای گرفته شد و ساير شرايط مشابه واکنش زنجیره

جفت باز  647ای به طول پلیمراز انجام شد تا قطعه
 (.7و  5 های شکلتکثیر گردد )

 

 بلاتینگ وسترن توسط پروتئین تولید تأیید

از ريشه گیاهان نسل صفر  1(TSP)پروتئین محلول کل 
 ،شدهتقويت Knopماه در محیط هیدروپونیک  2که 

، رشد کرده Fe-EDDHAلیتر گرم بر میلی 70توسط 
 ,.Stokes et al) شدتوکس استخراج به روش اس، بودند

                                                                     
. Total Soluble Protein 
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 باززايی. محیط در توتون گیاه از برگی جداکشت قطعات از فرضی تراريخت گیاهان باززايی و برگ تراريختی مراحل .3 شکل

A: محیط روی برگی قطعات RMOP خلاء؛ فیلتراسیون از پس بیوتیکآنتی بدون B-D: مفروض تراريخت گیاهان باززايی 
 تراريخته گیاه :E سفوتاکسیم؛ لیتر بر گرممیلی 300 و کانامايسین لیتر بر گرممیلی 50 دارای RMOP باززايی محیط روی

 ماکرو. هاینمک نصف دارای MS محیط در زايی ريشه از پس مفروض

 

 ژل روی پروتئین اين از میکروگرم 30 سپس
 لاملی روش طبق (w/v) %12 آمیدآکريلپلی

 از پس .(Laemmli et al., 1970) شد الکتروفورز
( CBB) بلو بريلیانت کوماسی توسط ژل آمیزیرنگ

 ريشه، از شدهاستخراج هایپروتئین کیفیت مشاهده و
 انجام PVDF غشا به هاپروتئین انتقال ديگر ژلی با

 تأيید و Ponceau S با آمیزیرنگ انجام از پس شد.
 از استفاده با هیبريديزاسیون غشا، به پروتئین انتقال
 موشی Anti-His Tag اولیه بادیآنتی

(Biolegend) ثانويه بادیآنتی و Anti-mouse 

IgG (H+L)-HRP (from goat)) (Bio-Rad) 
 از گرفت. صورت مصرف، راهنمای دستور مطابق
 سوبسترای عنوانبه (DAB) بنزيدين آمینو دی رنگ
 باندهای کردن مشخص جهت پراکسیداز آنزيم

 شد. استفاده غشا روی موردنظر پروتئین
 

 بحث و نتایج

 توتون در لاکاز آنزيم ويژه-ريشه بیان جهت که ایسازه
 مانوپین پروموتر ایهسته بخش دارای ،گرديد طراحی

 Agrobacterium tumefaciens به متعلق سنتاز
 ريشه در را بیان عمده 2سنتاز مانوپین پروموتر است.
 و ساقه در بیان از اندکی مقادير اگرچه کندمی هدايت
 ,.Feltkamp et al) است شده مشاهده نیز برگ

1995; Guevara-Garcia et al., 1999; Lee et . 
al., 2007). ترجمه تشديدکننده ساختار، اين 

Tobacco Etch Virus افزايش باعث که است 
 3-2 میزان به گیاهان ساير و توتون در پروتئین بیان
 ,.Lee et al., 2007; Ñopo et al) شودمی برابر

2012; Restrepo et al., 1990)، سازه، اين در 
 باعث Q اسیدی اندوکیتیناز ترشحی پپتید سیگنال
 شودمی گیاهی سلولی خارج فضا به پروتئین ترشح

(Linthorst et al., 1990; Payne et al.,1990) 
 Trametes قارچ Laccase2 آنزيم ژن توالی و

versicolor و لیگنینی ترکیبات تجزيه مسئول که 
 ,.Fujihiro et al) باشدمی آن مشتقات زدايیسم

 بین سازه اين سازیزيرهمسانه با (.1 )شکل (2009
 باينری وکتور در HindIII/SacI برش جايگاه دو

pBI121 توسط گیاه به آن انتقال امکان 

A B 

E 
A B 

C D 
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Agrobacterium tumefaciens دگردي فراهم 
 .(2)شکل

 توسط توتون برگی کشت جدا تراريختی درنتیجه
  بافت کشت محیط در آن کشت و آگروباکتريوم

 گرممیلی 50 حاوی اسکوگ-موراشیگ محیط روی
 زيادی تعداد کانامايسین، بیوتیکآنتی محتوی لیتر بر

 8 از پس جداگانه رخدادهای از شده زايی باز گیاه
 از تعدادی تراريختی که (3 )شکل آمد پديد هفته
 تأيید مورد پلیمراز ایزنجیره واکنش انجام با هاآن
 ريخته ترا گیاه عنوانبه و (4 )شکل گرفت قرار

 و واکشت ويترو()اين شیشه در شرايط در فرضی
 شد. نگهداری

 

 
 اکنشو توسط لاکاز ژن یاصاختص پرايمرهای از استفاده با فرضی تراريخت شده باززايی گیاهان تراريختی تايید .4 شکل
 باززايی گیاهان :12-1 ن،توتو غیرتراريخت گیاه :WT لاکاز، ژن حاوی pBlac پلاسمید مثبت کنترل :C پلیمراز. ای زنجیره

 باززايی. محیط در شده
 

 
 به WT ایانید ترانسکريپتاز. ريورس از استفاده با WT و لاکاز تراريخت گیاهان برگ در اکتین ژن بیان بررسی .5 شکل
 لاکاز بیان بررسی سازی نرمال جهت لاين هر در اکتین بیان میزان گرفت. قرار استفاده مورد اکتین برای مثبت کنترل عنوان

  .گرفت قرار استفاده مورد
 

 
 پلاسمید :.1 رانسکريپتازت ريورس از استفاده با WT و لاکاز تراريخت گیاهان برگ در قارچی لاکاز ژن بیان بررسی .6شکل

pBLac 2 شد. استفاده مثبت کنترل عنوان به:WT، 3 28 و 17 ،14 ،10 ،5 لاکاز تراريخت هایلاين ترتیب :به 7 تا. 

M        C      WT     1         2          3        4         5         6        7         8         9        10      11        12 

800bp 

    M                WT               WT          5            10           14            17         28 

                       gDNA 

 

645bp 
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 ژن بیان cDNA سنتز و RNA استخراج از پس
 قرار بررسی مورد گیاه هایاندام در آکتین و 2 لاکاز
 گیاه به لاکاز ژن دهدمی نشان آن نتايج که گرفت
 اثبات به RNA سطح در آن بیان و است شدهمنتقل
 لاکاز بیان مقايسه همچنین (.8تا  5 هایشکل) رسید
 آکتین بیان سطح اساس بر برگ و ريشه اندام دو در

 هاريشه در را بیان بیشترين لاکاز دهدمی نشان
 پروموتر توسط آن بیان هدايت زيرا است داشته
 های)شکل است شدهانجام سنتاز مانوپین ويژه-ريشه

 مقالات در ريشه در آن گرهدايت نقش که (8 و 6
 Feltkamp) است رسیده اثبات به پیشتر گوناگونی

et al., 1995; Guevara-Garcia et al., 1999; . 
Lee et al., 2007; Ñopo, et al., 2012). با 

 تصور ريخته ترا گیاهان در لاکاز بیان الگوی به توجه
 5 لاين پژوهش اين اهداف به جهتو با شودمی

 هایلاين ترتیب به آن از پس و است گزينه بهترين
 که باشد،می بهتر 17 درنهايت و 28 و 14 ،10

 است داشته ريشه و برگ در را بیان کمترين
 (.8تا  5 هایشکل)

 هایخاستگاههای گوناگونی و با لاکاز در ارگانیسم
 Kiiskinen, 2005; Sodenشده است )متفاوت بیان

et al., 2002; Parand et al., 2015; Li et al., 
 و ذرت برنج، ازجمله گوناگونی گیاهان در .(2009
 لاکازهای نیز گیاه کل يا دانه کلروپلاست، در توتون
et al Bailey,. 2004; ) است شدهبیان قارچی

.,et al Hirai ;2012 .,et al Davarpanah 

.,et al Wilde de ;2003 .,et al Hood ;2008 
2008; Sonoki et al., 2005.) طراحی در آنچه 

 آنزيم ترشح و بیان دارد اهمیت سازه اين ساختار
 .باشدمی هاريشه توسط لاکاز

 

 
 کنترل عنوان به WT اینادی ترانسکريپتاز. ريورس از استفاده با WT و لاکاز تراريخت گیاهان درريشه اکتین ژن بیان .7شکل
 شد. برده کار به لاکاز بیان بررسی سازینرمال جهت لاين هر در اکتین بیان میزان گرفت. قرار استفاده مورد اکتین برای تمثب

 

 
 پلاسمید :C ترانسکريپتاز. ريورس از استفاده با WT و لاکاز تراريخت گیاهان درريشه قارچی لاکاز ژن بیان بررسی .8 شکل

M           WT          5            10         14           17         28     WT gDNA 

645bp 

800bp 

   M              C          WT           5            10           14           17           28      
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pBLac ابتدا ؛مثبت کنترل عنوانبه WT 28 و 17 ،14 ،10 ،5 لاکاز تراريخت هایلاين ترتیب به سپس. 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 محیط با ريشه توسط ترشح فرايند توسط گیاهان
 بخش حتی و جانداران ديگر با تعامل در ريشه پیرامون
 جهت ويژگی اين تحقیق اين در هستند. خاک غیرزنده
 گرفت. ارقر مورداستفاده نوترکیب لاکاز آنزيم تولید

 قرار گیاه استفاده مورد طبیعی طوربه که فرايندی
 گزيلاناز ،GFP چون هايیپروتئین مورد در و گیردمی

 بادیآنتی و  GUSفسفاتاز، آلکالین باکتريايی،
 Drake et) است قرارگرفته مورداستفاده نیز مونوکلونال

al., 2003; Gleba et al., 1999).  تحقیق اين در 
 ريشه، توسط نوترکیب پروتئین تولید که شد داده نشان

 تولید جهت ريشه بیان مخصوص پروموتر از استفاده با
 بوده آمیزموفقیت توتون گیاه در هترولوگ پروتئین يک
 پپتید سیگنال کارگیریبه همچنین (.9 )شکل است

 فضای به که پروتئینی ،توتون Q دیاسی اندوکیتیناز
 ,.Linthorst et al) شودمی ترشح سلولی خارج

 افزودن از پرهیز ضمن شد باعث سازه اين در ،(1990
 فضای به آن ترشح بالغ، لاکاز ابتدای به اضافی متیونین
 لاکاز با مرتبط سیگنال وجود شود. هدايت سلولی خارج
 سايز در باند تک يک صورتبه بلاتوسترن در

 زيرا .است مطلب اين مؤيد دالتون کیلو 42/54 موردنظر
 عمل خوبیبه يا باشد عملکرد فاقد پپتید سیگنال اگر
 کیلو 57 تربزرگ سايز در باند يا رودمی انتظار نکند

 (.9 )شکل شود مشاهده باند دو يا شود مشاهده دالتون
 پروتئین از جدايی در پپتید سیگنال موفق کارکرد

 سلولی بیرون فضای به آنزيم ترشح قاعدتا   و هدف
 برای ارزشمند هدفی عنوانبه را پپتید سیگنال اين
 در هترولوگ ترشحی هایپروتئین تولید و بیان

 حفظ که دارويی هایپروتئین ويژهبه گیاهان
-ريشه بیان کند.می مطرح است مهم ساختارشان

 طراحی با لذا ،باشدمی گیاه اقتصاد با سازگار ويژه
 انباشت و تولید از ريشه در ويژه بیانی بیش سازه

 جلوگیری گیاه هایبافت ديگر در تئینپرو بیهوده
 بافت از خارج به آن ترشح با طرفی از و شودمی

 تولید هزينه %90 تا 80 کهاين به توجه با ريشه،
 دهدمی تشکیل آن استخراج هزينه را پروتئین

(Gleba et al., 1999; Gaume et al., 2003; 

Drake et al., 2009). در لاکاز ترشح و تولید 
 جداسازی و استخراج هزينه هیدرپونیک شتک محیط
 ممکن حداقل به فرودست فرايندهای در را پروتئین
 ساده نمکی محیط به آن تراوش با زيرا رساند، خواهد
تر است، ضمن قیمت، استخراج آن بسیار آسانو ارزان

های که در مقايسه با تولید و انباشت پروتئیناين
ها، مثل برگ و دانه های گیاه،نوترکیب در ديگر اندام

اين روش نیازمند طی مراحل گوناگون و پیچیده جهت 
باشد و پروتئین موردنظر حذف ترکیبات پیچیده نمی

 .(Drake et al., 2009) شودسادگی استخراج میبه
 پروتئین ترشح روش در پروتئین تولید ازآنجاکه

 در يا و گلخانه شدهکنترل شرايط در ريشه توسط
 هایريشه در ويترو()اين شیشه رد کشت شرايط
 ژن فرار محیطیزيست خطرات شودمی انجام مويین

 بنابراين ندارد. وجود آن در مشخص طوربه محیط به
 توسط زيستمحیط پالايش در داشت انتظار توانمی

 ريشه توسط ترشح فرايند طی تراريخت، گیاهان
  رود. کاربه

 

 
 برای کل محلول پروتئین میکروگرم 30 برای بلات وسترن تراريخت: توتون گیاه ريشه در زلاکا پروتئین بیان تايید .9 شکل

   WT            1              2                3             4              5                6              7                8             M 



 (47-58) 1397 زمستان، وچهارمبیستشماره  ،هشتم سال، گیاهان زراعی فناوریعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 56

 

 دارای پروتئین حضور از حاصل باند باشد.می pBlac پلاسمید با تراريخت گیاهان پروتئین 8-1 هایلاين ؛نمونه هر
 است. گرفته قرار دالتون کیلو 66-45 بین هیستیدينتگ

 

 
 

 
 

 توانمی لاکاز کنندهترشح ريختترا گیاه کاشت با
 زا پیش سمی، ترکیبات از محیط پالايیزيست از پس

 دیايرا تا کرد برداشت را آن گرده تولید و گلدهی
 دتولی جهت نشود. وارد آن بر زيستی ايمنی ازنظر

 مويی ريشه و هیدروپونیک کشت از آن صنعتی
 رهاسازی خطر کهآن بدون کرد استفاده گیاهان
 باشد. داشته وجود محیط به تراژن

 سپاسگزاری
 91060795 شماره گرنت توسط پژوهش اين هزينه

 علمی معاونت پژوهشگران از حمايت صندوق از
 در پژوهش اين است. شدهتأمین جمهوری رياست
 علوم دانشگاه کاربردی، بیوتکنولوژی تحقیقات مرکز

 است. رسیده انجام به اللهبقیه پزشکی
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