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Abstract 

Objective 

Lactic acid bacteria (LAB) synthesize valuable industrial and pharmaceutical important 

biopolymers, such as Alternan, by expressing glycosyltransferase enzymes by utilizing 

extracellular sucrose. In this study, due to the importance of such versatile biopolymers 

in the industry and medicine, a gene encoding an Altranansucrase (Asr) was introduced 

to sugar beet plants.  

 
Materials and methods 

A gene encoding the Asr gene was isolated from Leuconostoc mesenteroides bacterium 

and introduced to sugar beet plants by using Agrobacterium-mediated transformation. 

Molecular techniques were used to analyse transgenic plants and sugar content of sugar 

beet lines.  

 

Results 

Out of 131 transformed explants, only three transgenic plants were produced, showing a 

transformation efficiency of 2.3%. The Asr gene integration in transgenic plants 
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genome and expression were confirmed by specific PCR and semi-quantitative RT-PCR 

analysis, respectively. Sugar analysis of sugar beet transgenic plants showed that control 

plants with a 19.6% brix value (Sucrose) had more sucrose than transgenic plants with 

an average brix value of 14.4%. Brix in transgenic plants was lower than that of control 

plants. The amount of sugar (sucrose) in the transgenic asr-expressing plants reduced by 

36.1% relative to the untransformed control plants.  

 

Conclusions 

The results of this study showed that Altrenansucrase can convert substantial amount of 

sugar beet sucrose into Alternan biopolymer, producing 36.6 mg/g FW alternan 

biopolymer with pharmaceutical and industrial applications. 

Keywords: Bacterium, Biotechnology, Gene transfer, Gene manipulation, Glucansucrases, 

Sugar plants 
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  چکیده

سفراز، هاي گلیکوزیل ترانآنزیمهاي اسید لاکتیک با استفاده از ساکارز موجود در محیط خارج سلولی و با بیان باکتري هدف:

بیوپلیمرهاي ارزشمندي مانند آلترنان تولید کنند که در صنعت و پزشکی کاربرد دارند. بنابراین در مطالعه حاضر به دلیل اهمیت این 
به گیاه چغندرقند  Leuconostoc mesenteroidesآنزیم آلترنان سوکراز باکتري  بیوپلیمرها در صنعت و پزشکی، ژن کد کننده

  منتقل گردید.

جداسازي و  Leuconostoc mesenteroidesاز ژنوم باکتري   )Asr(آنزیم آلترنان سوکراز ژن کد کننده ها:د و روشموا

هاي مولکولی براي بررسی سازي در یک ناقل بیانی به وسیله اگروباکتریوم به گیاه چغندرقند منتقل گردید. از تکنیکپس از همسانه

  دها استفاده شد.گیاهان تراریخت و آنالیز شیمیایی قن

درصد را نشان داد.  30/2ریزنمونه تراریزش شده، تنها سه گیاه تراریخت تولید شد که کارایی تراریزش  131از مجموع  نتایج:

 PCRآنزیم آلترنان سوکراز در ژنوم گیاهان تراریخت و همچنین بیان این ژن به ترتیب توسط آزمون  الحاق ژن کدکننده

قند نشان داد که گیاه شاهد با میزان پل (ساکارز)  . آنالیز قند گیاهان تراریخت چغندرشد ه کمی تائیدنیم RT-PCRاختصاصی و 
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بود. همچنین میزان بریکس در گیاهان  4/14درصد داراي ساکارز بیشتري نسبت به گیاهان تراریخت با میزان پل متوسط  6/19

 1/36نسبت به شاهد در حدود  Asrد (ساکارز) در گیاه تراریخت داراي ژن تر از گیاهان شاهد بود و میزان کاهش قنتراریخت پایین
  درصد بود. 

بیوپلیمر آلترنان  WFmg/g   6/36نتایج این مطالعه نشان داد که آنزیم آلترنان سوکراز باکتریایی قادر است میزان گیري:نتیجه

 اي صنعتی و داروییا کاربردهرنان بز ریشه را به بیوپلیمر آلتهاي چغندرقند تولید کند و مقادیر قابل توجهی از ساکاررا در ریشه

  تبدیل کند.

  ، گلوکان سوکراز، گیاهان قنديدست ورزي ژنانتقال ژن، باکتري،  کلمات کلیدي:

  

  مقدمه

 کارگانی مواد اکثر تشکیل دهنده یهاي زیستمهمترین مولکول نوکلئیک اسیدهاي لیپیدها و ها،پروتئین ،هاکربوهیدرات

رسند و انرژي به مصرف می منابع تأمین عنوان مواد غذایی وها بهکربوهیدرات .)Kralj et al. 2004(هستند  زمین کره در موجود
   (Suresh Kumar et al. 2007; Rehm 2010; Freitas et al. 2011).د نشوطور معمول توسط گیاهان سبز تولید می به

 شوندي میبندبقهطساکاریدها به منوساکاریدها، اولیگوساکاریدها و پلی ها بر اساس وزن مولکولیکربوهیدرات

(Krishnaswamy 2011) .وان منابعوژن به عندهنده ساختمان دیواره سلولی، نشاسته و گلیکسلولز به عنوان عامل تشکیل 
 سلولز سازنده مونومریک احدو گلوکز-Dشوند. میتشکیل پیوندهاي گلیکوزیدي با تعداد زیادي واحدهاي گلوکز تاز اتصال غذایی، 

  . )Krishnaswamy 2011(است  αاز نوع  نشاسته در و  سلولز از نوع گلیکوزیدي در پیونداما  است نشاسته و

، 4، آلترنان3، زانتان2، گلان1ساکاریدهاي متفاوتی با وزن مولکولی بالا مانند؛ آلگیناتها نیز پلیعلاوه بر گیاهان، باکتري
Kralj 1999Schutten et al. -Van Geel ;2004 ;(کنند که در صنایع غذایی و دارویی کاربرد دارند و ... را سنتز می 5موتان

2004Kralj et al. (. خارج ساکاریدهايپلی ،هاباکتري به طور کلی، بسیاري از ) سلولیEPS(6 سطح که روي کنندمی را تولید 
 Vuyst & Degeest(شوند به بیرون از سلول باکتري ترشح می مخاطی مایع شکل به متصل شده یا کپسول شکل به باکتري

ها را با استحکام بخشی به یابند و حفاظت از سلولساکاریدهاي خارج سلولی، روي سطح سلول باکتري تجمع میاین پلی. )1999
سلولی به عنوان ذخایر کربن و انرژي به کار  خارج ساکاریدهايدارند. همچنین پلی عهده ساختار غشا در مقابل محیط خارجی بر

 و لیپیدها ها،ساکاریدها، پروتئیناز پلیمر پلیترکیب غیر یکنواختی سلولی  خارج ساکاریدهايماتریکس پلیمعمولاً  روند.می

                                                   
1 Alginates  
2 Gellan 
3 Xanthan 
4 Alternan 
5 Mutan 
6Exopolysaccharides  
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ند آب آشامیدنی، هاي مختلفی مانسلولی در محیط خارج ساکاریدهايهاي تولید کننده پلیاسیدهاي نوکلئیک است. میکروارگانیسم

 .Kavita et al(هاي نمک هاي شور، دریاچههاي سرد، محیطهاي آب گرم، محیطو همچنین چشمه آب دریا، پساب، خاك

سلولی تولیدي توسط  خارج ساکاریدهايبه طورکلی، پلی کنند.زندگی می )Mousavi et al. 2017(و حتی شیره گیاهان  )2011

 Vuyst & Degeest) شوندبندي میساکاریدها تقسیمدو گروه هموپلی ساکاریدها و هتروپلیهاي اسید لاکتیک به باکتري

 خارج (GS) يسوکرازهایا به عبارت دیگر گلوکان (GTFs)ا ترانسفرازهگلیکوزیل فعالیت اغلب توسط ساکاریدها. هموپلی(1999
 ساکارز هايهیدرولیز زنجیره از حاصل ها از انرژياین آنزیم. شوندمی ساکارز سنتز از) FTFs( ترانسفرازها فروکتوزیل یا سلولی
پس  ترانسفراز گلیکوزیلهاي آنزیم. )Kralj et al. 2004( کنندمی پذیرنده استفاده مولکول یک به گلوکز یا فروکتوز انتقال براي

مانند  دیگر سوبستراي یک رشد، حال در گلوکان زنجیره یک را ممکن است به گلوکز واحدهاي ساکارز، هايمولکول شکستن از

ها ممکن است . به علاوه، این آنزیم)Moulis et al. 2006(ایجاد کنند  را منتقل کرده و گلیکوالیگوساکاریدها ایزومالتوز یا مالتوز
  . (Monchois et al. 1999)نیز داشته باشند ) آب به گلوکز واحدهاي انتقال(نقش هیدرولیزي 
هاي هاي استرپتوکوکوس فلور دهانی و گونه، گونه7هاي لوکونوستوك مزنتروئیدساَ توسط باکتريعمدت هاسوکرازگلوکان

و  CAZY (http://www.cazy.org)بندي . با توجه به سیستم طبقه(Yan et al. 2018)شوند لاکتوباسیل تولید می

بندي طبقه (GH70)70اي گلیکوزید هیدرولاز خانواده هعنوان آنزیمسوکرازها بههایشان، گلوکانبراساس شباهت توالی اسیدآمینه
 ،Leuconostocهاي چهار جنس اند که همگی توسط باکتريآنزیم از این خانواده شناسایی شده 60اند. تاکنون بیش از شده

Streptococcus ،Lactobacillus  وWeissella شوند تولید می)Gangoiti et al. 2018( هاي ژن. با این حال، برخی از

و  Fructobacillus ،Oenococcusهاي اسید لاکتیک همانند ها در برخی دیگر از باکترياین آنزیم کد کننده
Enterococcus اند نیز شناسایی شده)Gangoiti et al. 2018( . کم بالا و هزینه سوکراز کیفیتگلوکان تولید محصولاتدر 

ترین روش است، اما کنترل نسبتاَ کمی روي هاي اسید لاکتیک ارزانط باکتريها توساست. اگرچه سنتز تخمیري گلوکان مهم
در مقابل، استفاده از  .)Santos et al. 2000; Årsköld et al. 2007(شرایط واکنش و غلظت ساکارز اولیه وجود دارد 

هاي جه کنترل جرم مولکولی آلفاگلوکاندر نتیو  سوبسترا ،، دما pHعنوان بیوکاتالیست، امکان کنترل کاملسوکرازها بهگلوکان
 Leuconostocهاي جنس در باکتري Gsy بیان ژن کد کننده ،. براي مثال)Falconer et al. 2011(سازد را فراهم می حاصل

مشکل که این مسئله تولید بیوپلیمرها را در راکتورهاي باکتریایی با  )Yan et al. 2016(تحت تاثیر وجود ساکارز در محیط است 

  کند. مواجهه می
این است که وجود ساکارز براي اصلی ساکاریدي در خمیر ترش گزارش شده است. رویکرد هاي اگزوپلیتولید آلفاگلوکان

هاي چندین جنس از باکتري .(Lacaze et al. 2007)شود ها میهاي اسیدلاکتیک در شروع تخمیر، باعث تولید گلوکانباکتري
دکستران و گلیکوالیگوساکارید به ازاي هر کیلوگرم از  g16  دقادرند تا حدو Lactobacillus و Weisselaاسید لاکتیک مانند 

                                                   
7 Leuconostoc mesenteroides 
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. از دیدگاه پزشکی، به طور بالقوه )Katina et al. 2009; Galle et al. 2010(وزن خشک خمیر ترش با کمی اسید تولید کنند 

هاي شوند. آلفاگلوکانهاي دستگاه گوارش انسان هضم نمییرا توسط آنزیمساکاریدها ارزشمندي هستند، زها، اگزوپلیآلفاگلوکان
بزرگ تخمیر  هاي رودهبزرگ توسط باکتري و در روده نموده دستگاه گوارش را بدون تغییر سپريفوقانی ساکاریدي انتهاي اگزوپلی

انسان استفاده کرد، زیرا این قبیل بیوپلیمرها باعث  هعنوان فیبر در تغذیسوکرازبهتوان از محصولات گلوکانشوند. بنابراین میمی

شوند. بیوتیک محسوب میساکاریدي به طور بالقوه پريهاي اگزوپلیشوند. علاوه بر این، آلفاگلوکانآزادسازي سریع قند خون نمی
میکروبی ترکیب یا فعالیت شوند تا تغییرات خاصی در به عبارت دیگر، این پلیمرها به صورت انتخابی تخمیر شده و سبب می

با وزن مولکولی پلیمري  . آلترنان)Roberfroid 2007( دستگاه گوارش صورت گیرد که براي رفاه و سلامت میزبان مفید است
.) Leathersتواند در صدها میلیون گرم به ازاي هر مول گسترش یابد است که توزیع جرم مولی آن می  )10 6 -10 7بسیار بالا (

et al. 2002) آلترنان از تعداد فراوانی واحدهاي گلوکز ساخته شده است که توسط پیوندهاي متناوب (1→3)  46به میزان 
 Leuconostocاند و توسط باکتري به هم متصل شدهبه شکل خطی درصد  54به میزان  (1→6) ودرصد 

mesenteroides  سویهNRRL B-1355 توسط باکتريسنتز آلترنان شود. سنتز می Leuconostoc mesenteroides  به
 .Arguello-Morales et al)اسید آمینه است.  2057 باز بزرگ اکه یک گلوکان سوکرگیرد صورت می کمک آلترنان سوکراز

هاي شناخته اکثر میکروبهضم توسط پایین و همچنین مقاوم به  پذیري بالا و ویسکوزیتهآلترنان داراي خواص انحلال .(2000
به عنوان یک جایگزین صمغ عربی بویژه از آن  بیوپلیمر مهمی است کهآلترنان  (Cote 1992). تهاي پستانداران اسنزیمآ شده و

یا کم با کالري  ییآلترنان ممکن است به عنوان یک افزودنی غذاهمچنین  .شودیاد میپایین  ویسکوزیتهبا هاي غذایی در برنامه

چسب، لوازم آرایشی و  جوهر،ساخت در  ،عامل حجم دهنده براي محصولات غذایی بدون کالري به عنوان یک پرکننده و
تولید ترکیبات جدید در گیاهان با استفاده از  .)Cote 1992(براي آزادسازي دارو استفاده شود  یپوششو ها و پمادها بهداشتی،کرم

. بنابراین به جاي استفاده از )Verpoorte 2000( هاي انتقال ژن استهاي مهندسی ژنتیک، یکی از اهداف روشروش
ساکارز به با توجه باینکه هاي مهندسی ژنتیک در گیاهان تولید نمود. توان آلترنان را به کمک روشبیوراکتورهاي باکتریایی، می

مطالعه از هدف برد، شود و آنزیم آلترنان سوکراز از این ماده براي سنتز آلترنان بهره میمقدار زیادي در ریشه چغندر قند تولید می
  است.امکان تولید این بیوپلیمر ارزشمند در چغندر قند با بیان ژن آلترنان سوکراز حاضر، بررسی 

 

  هامواد و روش

(  SBSI-02 و( لاین گرده افشان)  SBSI-04هاي در این مطالعه از دو لاین مولتی ژرم و مونوژرم چغندرقند به نام

مراحل ضد عفونی بذرها و کشت بافت بر ز موسسه اصلاح و تهیه بذر چغندرقند کشور تهیه شدند. لاین اوتایپ) استفاده شد که ا
. بدین صورت که )Khademi & Nazarian-Firouzabadi 2014(اساس روش خادمی و نظریان فیروزآبادي صورت گرفت 

درصد تحت تناوب  70رطوبت و  C ±2 22˚اي در اتاقک رشد با دمها و گیاهان گلدانی شامل گیاهچههاي کشت بافتی تمام نمونه
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 & MS )Murashigeداري شدند. همچنین براي کشت بافت از محیط کشت ساعت تاریکی نگه 8ساعت نور و  12نوري 

Skoog 1962( ) (هاي رشد کینتین کنندهعنوان منبع کربن و همچنین تنظیمدرصد) به 3و ساکارزmg/L 2 ؛ Kinetin (، 
مایع و جامد،  LB8استفاده شد. از محیط کشت  ) BA؛ mg/L 25/0(بنزیل آدنین  و ) NAA؛ mg/L 1( سیدنفتالین استیک ا

هاي کانامایسین، بیوتیکو اگروباکتریوم تومافیشنس در کلیه مراحل تراریزش استفاده شد. از آنتی E.coliبراي کشت باکتري 

  سیلین، بسته به نوع ناقل استفاده شد. فامپسین، آمپییر
و با استفاده از توالی ژن آلترنان سوکراز موجود  Vector NTIبه کمک نرم افزار  Asrبراي تکثیر و همسانه سازي ژن 

-’5( یک جفت آغازگر رفت )AJ250173دسترسی (به شماره NCBIدر پایگاه 

’3-CGGATACAAATTCGCATGGACAGTC3’-5’-( ) و برگشت

TTCGAGCTCTTAAGCTTGCAAAGCAاحی شد تا ژن مورد نظر به صورت یک اي طر) به گونهORF  به کامل
و بر اساس  PCRبه کمک  NRRL B-1355سویه  Leuconostoc mesenteroidesاز ژنوم باکتري جفت باز  6171طول 

 35Sبر تحت پیش pBINPLUS (Sharafi 2013)تکثیر و در ناقل بیانی  (Sharafi 2013)شرفی شرایط ذکر شده توسط 
و کدون  NcoIآغازگر رفت جایگاه آنزیم  ). در توالی1ساخته شود (شکل  pBINPlus/Asrد تا ناقل بیانی سازي گردهمسانه

، Asrبه دلیل بلندي ژن درآغازگر برگشت در نظر گرفته شد.  (TAA)و کدون پایان  SacIو جایگاه برش آنزیم  (ATG)آغاز
به کمک نرم افزار  سپس استفاده گردید.به روش سانگر یابی اي توالیتعدادي آغازگر همپوشان در داخل این ژن طراحی و از آنها بر

Vector NTIاز ناقل هاي کوچک بازیابی و صحت توالی مورد تائید قرار گرفت. ، توالی کامل ژن از توالیpBINPlus/Asr  به

  استفاده شد. Norouzi et al  (2005)و بر اساس روش کشتی عنوان ناقل دوگانه براي تراریزش چغندرقند به روش هم
  

 
اومت : ژن مقAsr .nptII. تصویر شماتیک سازه مورد استفاده براي تراریزش چغندر قند و بیان ژن 1شکل 

ویروس  35S RNA: پروموتر ژن pCAMV 35S؛ neomycin phosphotransferaseبه کانامایسین 

  موزائیک گل کلم

Figure 1. Schematic representation of a construct used for sugarbeet transformation and 

expression of Asr gene. pCAMV 35S: The cauliflower mosaic virus 35S RNA. nptII: 

neomycin phosphotransferase 

                                                   
8Luria-Bertani 
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 50ها به محیط کشت حاوي هاي تراریخت، ریزنمونهتولید گیاهچهبراي : ها به محیط گزینشانتقال ریزنمونه

هر دو هفته یکبار تکرار هاي برگی ریز نمونه. عمل واکشت  (Norouzi et al. 2005) شدند  در لیتر کانامایسین منتقلگرم میلی

ها جدا و به محیط کشت بدون کانامایسین هاي در حال باززایی از روي برگگزینش، جوانه روز از دوره 60شد. پس از گذشت 
دهی منتقل هاي موجود بر روي برگ انتهاي برش داده شدند و سپس به محیط ساقهبعد از دوره گزینش، گیاهچه .منتقل شدند

هفته در این محیط باقی ماندند و هر دو  6ها به مدت . ریزنمونه)Khademi & Nazarian-Firouzabadi 2014(گردیدند 

زایی منتقل شدند کشت ریشه متري) به محیطسانتی 5تا  3ها (هفته یکبار واکشت انجام شد. پس از رشد نسبی، جوانه
)Khademi & Nazarian-Firouzabadi 2014(دار هاي ریشهها واکشت شدند. در نهایت گیاهچه. هر دو هفته یکبار جوانه

در مرحله بعد گیاهان تراریخت و  هفته انتقال یافتند. 4تا  2جهت سازگاري به محیط طبیعی گلدان با شرایط رطوبت بالا به مدت 
ساعت روشنایی منتقل شدند تا تولید  14در شب و فتوپریود  C 15˚در روز و  C18˚ اي با دمايتولید ریشه به گلخانه شاهد جهت

  ریشه نمایند. 

در  Asrبه منظور بررسی و تایید بیان ژن : نیمه کمی RT-PCRاجراي و  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

نیمه کمی صورت گرفت. به همین  RT-PCR، واکنش cDNAنتز کل استخراج و پس از س RNAگیاهان تراریخت چغندر قند، 

استخراجی با  RNAکل با استفاده از روش کلرید لیتیم استخراج شد. کیفیت  RNAمنظور از گیاهان تراریخت و شاهد، 
 DNaseIآنزیم  الکتروفورز ژل آگارز و با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتري صورت گرفت. براي حذف آلودگی ژنومی از تیمار با

با  cDNAاستخراجی تایید شد. سنتز رشته اول  RNAبر روي  PCRبا استفاده از واکنش  DNAاستفاده شد و عدم حضور 
، مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده انجام OligodT) و آغازگرهاي Thermo Fisher(شرکت  cDNAز استفاده از کیت سنت

نیمه کمی با استفاده از آغازگرهاي  RT-PCRواکنش  سه میزان بیان در گیاهان تراریخت،و مقای Asrگرفت. براي تایید بیان ژن 
-'AsrRT_F:5'-ACCGGTTCCATCAACTAATAAT-3'; AsrRT_R:5)اختصاصی 

GACATCTCGGAAGGATCCC-3') از ژن یوبی کوتین  میکرولیتر انجام گرفت. 20نهایی  حجم در(Ubi3)  به عنوان

  در نظر گرفته شد.  Kok Kok-Jacon et al. (2007)مشابه روش  RT-PCRشرایط واکنش  کنترل داخلی استفاده شد و

ماهه چغندرقندهاي شاهد و تراریخت استفاده  5هاي در این مطالعه از ریشه: آنالیز قند گیاهان تراریخت و شاهد

گیري شد. اندازه )Whalley 1964(تومتر با استفاده از رفرک )Brix(درصد بریکس  و با استفاده از پلاریمتر(Pol) شد. درصد پل
 SASافزار به کمک نرم )O'Connor & Robertson 2003(استیودنت  -براي مقایسه گیاهان شاهد و تراریخت از آزمون تی

   (SAS Institute 2011). استفاده شد

. به طور ستخراج شدا .Vasanthan et al (2001)گیري ساکارز و قندهاي ساده، قند کل بر اساس روش براي اندازه
و به  انتقال یافتلیتر آب دوبار تقطیر میلی 1لیتري حاوي میلی 5/1 هايدر داخل تیوپبه ها گرم از نمونهمیلی 100خلاصه، مقدار 
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دور در دقیقه و در  5000ها در دقیقه نمونه 30. سپس به مدت ندورتکس شددر دماي اطاق  ،دقیقه هر پنج دقیقه یکبار 30مدت 

میکرولیتر از محلول روشناور به تیوپ جدید انتقال داده شد. سپس محلول با  800دماي محیط سانتریفیوژ شدند. بعد از سانتریفیوژ، 
 Megazymeگلوکز با استفاده از کیت شرکت  -Dفروکتوز و  - Dنانومتر فیلتر شد. مقدار ساکارز،  45/0استفاده از فیلتر 

(Catalog number K-SUFRG, Megazyme International, Ireland Ltd) گیري شد. غلظت اندازهD-  گلوکز بر

گلوکز توسط -Dفروکتوز بعد از ایزومرازیسیون -Dتعیین شد و محتواي β-fructosidase اساس هیدرولیز ساکارز توسط
  محاسبه شد. ها انحراف معیار میانگینفسفوگلوکز ایزومراز تعیین گردید. تمام آنالیزها سه بار انجام شدند و 

ر سه تکرار د Ahmadi et al. (2018) روشپلی ساکارید محلول در آب به : استخراج پلی ساکاریدهاي محلول

 Heps mM30 ،2MgClحجم از بافر استخراج ( 50پودر شده در ازت مایع در  رگرم ریشه چغندقند 1مقدار  .استخراج شد
mM10 37دقیقه در دستگاه فراصوت در حمام آب گرم  15هموژن شده به مدت  هايدرصد) هموژن گردید. نمونه 96، اتانل 

دقیقه، پلی  10مدت  براي دور در دقیقه 13000ها شکسته شوند. پس از انجام سانتریفیوژ در گراد قرار گرفتند تا سلولدرجه سانتی
و سپس در دماي اتاق خشک شستشو درصد  70. رسوب حاصل سه مرتبه با اتانل رسوب داده شدند محلول در آبي ساکاریدها

ساعت و به دنبال آن، یک ساعت در  24حجم آب به مدت  5یک بار دیگر با اضافه نمودن رسوب داده شده، شد. پلی ساکاریدهاي 
 درجه سانتی گراد استخراج شدند. 50

 

  نتایج و بحث 

 NRRL B-1355سویه  senteroidesLeuconostoc meآنزیم آلترنان سوکراز باکتري  ژن کدکنندهدر این مطالعه، 

اي که گیاهچه 131از مجموع  .شد به کمک آگروباکتري در گیاه چغند قند بیاناسید آمینه  2057کیلوجفت باز و  6طول حدود به 
هاي گیاهچه توانستند از محیط حاوي آنتی بیوتیک کانامایسین سالم وارد گلدان 3عمل تراریزش روي آنها صورت گرفت، تنها 

ي ژنومی گیاهان به ظاهر DNAبر روي  PCRدرصد را نشان داد. آزمون  3/2چک شوند که میزان کارایی تراریزشی در حدود کو
  ).2آنزیم آلترنان سوکراز در ژنوم آنها وارد شده است (شکل  ژن کدکنندهتراریخت نشان داد که هر سه گیاه تراریخت هستند و 

پائین بود. البته این موضوع چندان هم عجیب نیست، زیرا از چغندرقند به عنوان یک میزان کارایی تراریزش در این مطالعه 
درصد  3فراوانی تراریختی در چغندرقند به واسطه آگروباکتریوم را  Hall et al. (1996)شود. گیاه مقاوم به تراریزش یاد می

همچنین  .درصد گزارش دادند 30ختی را در این گیاه اوانی تراریفر Hisano et al. (2004)گزارش دادند. این در حالی است که 

Gould (1997)  درصد گزارش کرد.  30تا  10درصد تراریختی به واسطه آگروباکتریوم در گیاهان را بین  
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  Asrگیاهان تراریخت با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن  PCR. آنالیز 2شکل 

Figure 2. PCR analysis of putative transgenic sugar beet lines, using Asr specific primers 

 

شود یا برداري میآنزیم آلترنان سوکراز در ژنوم گیاهان تراریخت نسخه به منظور پاسخ به این سوال که آیا ژن کدکننده
ین آزمون نشان ). نتایج ا3نیمه کمی صورت گرفت (شکل  RT-PCRتراریخت به همراه شاهد آزمون  نه؟ بر روي هر سه گیاهچه

ي از ژن mRNA شود، هیچ نوع نسخهشود. همانطوري که مشاهده میبرداري میآنزیم آلترنان سوکراز نسخه داد که ژن کدکننده
میزان قابل  ،نیمه کمی نشان داد که هر سه گیاه RT-PCR. آزمون ه استآنزیم آلترنان سوکراز در گیاه شاهد دیده نشد کدکننده

رسد که گیاه تراریخت کنند. همچنین به نظر میآنزیم آلترنان سوکراز را تولید می ژن کدکننده mRNAهاي توجهی از نسخه
BvAsr-1 هاي ژن میزان بیان کمتري در مقایسه با دو گیاه تراریخت دیگر دارد. اگرچه از تعداد نسخهAsr  در ژنوم گیاهان

تواند به دلایلی مانند؛ می BvAsr-1تر نسخه برداري در گیاه تراریخت تراریخت اطلاعی در دست نیست، با این حال، میزان کم
به منظور هاي الحاقی به دلیل مجاورت در نزدیکی مناطق هتروکروماتینی اتفاق افتاده باشد. تعداد نسخه کمتر، فعالیت کمتر نسخه

ه تراریخت چغندرقند صورت گرفت. نتایج ا نشان به گیاهان تراریخت چغندرقند، آنالیز قند هر سه گیا Asrبررسی تاثیر معرفی ژن 

با میزان پل  Asrدرصد داراي ساکارز بیشتري نسبت به گیاهان تراریخت حاوي ژن  6/19داد که گیاه شاهد با میزان پل (ساکارز) 
  بود.  4/15تا  8/13از 
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به  (Ubi3)وبی کوتین کمی گیاهان تراریخت شاهد چغندرقند. از ژن داخلی ی نیمه RT-PCR. آنالیز 3شکل 

  عنوان ژن کنترل داخلی براي مقایسه میزان بیان استفاده شد

Figure 3. Semi-quantitative RT-PCR analysis of control and transgenic sugar beet lines. 

The ubiquitin-ribosomal gene expression (Ubi3) was used as an internal control 
 

  )SD ±(میانگین  یز قند در گیاهان شاهد و تراریخت چغندرقند. آنال1جدول 

Table 1. Sugar analysis of control and transgenic sugar beet lines (Mean±SD) 
  (Mean)میانگین  (Bv-Ut) شاهد (Transgenic line)لاین تراریخت 

BvAsr-3 BvAsr-2 BvAsr-1 
   (Pol%)پل  19.6±0.82 15.4±1.3 14.1±1.63 13.8±0.9

 (Brix%) بریکس 21.9±0.14 18.4±0.65 17.4±0.85 20.8±0.66

 (Purity%)خلوص  85.9 83.7 81.0 66.3

  

(ساکارز)، درصد خلوص شربت در  شود، بین دو گیاه تراریخت و شاهد نیشکر از نظر درصد پلمشاهده میهمانگونه که  
وجود دارد. درصد (P≤0.01) دارياختلاف معنیح احتمال یک درصد در سطساقه، درصد بریکس (درصد مواد جامد محلول) 

اي را هاي تراریخت نسبت به شاهد کاهش قابل ملاحظهپارامتر پل که بیانگر میزان ساکارز موجود در ساقه نیشکر است، در لاین

ان تراریخت داراي ژن آلترنان حدود هاي تراریخت نسبت به شاهد در گیاه). میزان کاهش قند (ساکارز) در لاین1نشان داد (جدول 
-، این موضوع نشان می)Hehre 1943(سوکرازها است که ساکارز تنها سوبسترا براي سنتز گلوکان یدرصد است. از آنجای 1/36

گیاهان ساکارز ریشه احتمالاً براي تولید بیوپلیمر آلترنان مصرف شده باشد. همچنین میزان بریکس نیز در  Asr دهد که با بیان ژن
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ریوتران سوکراز و لوان  هاي کدکنندهشان دادند که انتقال ژنن Bauer et al. (2012)تر از گیاهان شاهد بود. تراریخت پایین

. ها به تقریبا دو سوم گیاه شاهد گردیددار محتواي ساکارز قلمهسواکراز به گیاه نیشکر، همانند نتایج این مطالعه سبب کاهش معنی
ا ب Ahmadi et al. (2018)کاهش میزان قند ساکارز، میانگین بریکس نیز به همان نسبت کاهش یافت. همچنین هم راستا با 

کند، نشان دادند در گیاه نیشکر که همانند آلترنان سوکراز از ساکارز به عنوان سوبسترا استفاده می )(gtfIبیان ژن موتان سوکراز 

گیري میزان پلیمر تولیدي در گیاهان شاهد نشان درصد کمتر از شاهد بود. اندازه 30 که میزان ساکارز در گیاهان تراریخت حدوداً
. همچنین نسبت شاخص پل شودمیبیوپلیمر آلترنان تولید mg/g FW  6/36هاي تراریخت موتان سوکراز، میزانداد که در لاین

 دار بود. نسبت به شاهد معنی شود، در گیاهان تراریختبه بریکس که به عنوان خلوص عصاره از آن یاد می

 

  
 ریشه چغندرقندهاي شاهد و تراریختموجود در ) SE±مختلف (میانگین . میزان قندهاي 4شکل 

Figure 4. The amount of different sugars (Mean±SE) in control and transgenic sugar beet 

lines 
  

هاي خانواده گلوکان کند و همچنین آنزیمعنوان سوبسترا استفاده میکه آنزیم آلترنان سوکراز از ساکارز به  یاز آنجای
، میزان )Johansson et al. 2016(فعالیت هیدرولازي دارند  و میزان بالاي ساکارز 5/4-6بین  pHمانند  سوکرازها در شرایطی

این سه قند را در گیاهان تراریخت  میزان تغییرات 4قندهاي ساده گلوکز، فرکتوز و میزان ساکارز نیز اندازه گیري شد. شکل 
داري در گیاهان تراریخت کاهش یافت. با این حال، به نظر می رسد که شکل معنی دهد. میزان ساکارز بهمتفاوت و شاهد نشان می

 Ahmadi etیج داري نکرد. مقایسه نتایج این آنالیزها با نتامیزان قندهاي ساده در گیاهان تراریخت در مقایسه با شاهد تغییر معنی

al. (2018)  در گیاه نیشکر تا حدودي متفاوت بود. بیان ژن موتان سوکراز در نیشکر ضمن اینکه سبب تولید مقادیر بیشتري از
، سبب افزایش دو برابري قندهاي ساده گلوکز، فرکتوز در مقایسه با شاهد گردید. اگر چه دو آنزیم موتان سوکراز شدبیوپلیمر موتان 

سوکراز از نظر محصول نهایی حاصل از تبدیل ساکارز با هم متفاوت هستند، با این حال مکانیسم عمل هر دو آنزیم و آلترنان 
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، لذا علت فعالیت بیشتر موتان سوکراز در نیشکر در مقایسه با فعالیت کمتر آلترنان )Johansson et al. 2016(یکسان است 

 هاي وارد شده مرتبط دانست.سوکراز را شاید بتوان به نوع گیاه، تعداد کپی

هاي توان بخشی از ساکارز موجود در ریشه چغندر قند را به کمک روشبه طور کلی، نتایج این مطالعه نشان داد که می

انتقال ژن به بیوپلیمرهاي ارزشمندي با کاربردهاي صنعتی و داروي تبدیل کرد. اگر چه میزان تولید آلترنان چندان زیاد نبود، اما با 

هاي مهندسی هاي بعدي در زمینهسازيقند در واحد سطح، شاید این موضوع بتواند پس از بهینه توجه به عملکرد بالاي گیاه چغندر
  ژنتیک، ادامه تحقیقات در این راستا را توجیه نماید.

  

  منابع

اوي پایه جوانه در روش باززایی مستقیم تاثیر دو نوع هورمون بر تولید برگ هاي ح) 1392خادمی میترا، نظریان فیروزآبادي فرهاد (

  .47-52)، 1(4آوري زیستی در کشاورزي . فنگیاه چغندرقند
براي  Streptococcus doweni. Mfe 28ي آنزیم موتان سوکراز از باکتري کنندهسازي ژن کد) همسانه1392شرفی، رضا (

  ان.. پایاننامه کارشناسی ارشد، دانشگاه لرستبیان در گیاه چغندرقند
بررسی طیف آنتی بیوگرام و ژن هاي مرتبط با بیماري زایی دو ) 1395موسوي الهام، نظریان فیروزآبادي فرهاد، اسماعیلی احمد (

مجله دانشگاه علوم (Quercus brantii var. persica). سویه انتروکوکوس فاسیوم جداسازي شده از شیره درخت بلوط
 .31-46)، 146(26پزشکی مازندران 
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