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  چكيده

تعيـين   ، جهـت Memory 1از گياه گوجه فرنگي رقـم  ) γ-tmt(هدف اين تحقيق همسانه سازي ژن گاما توكوفرول متيل ترانسفراز  :هدف
هاي آتي براي بالا بردن خاصـيت تغذيـه اي آن    يك گياه روغني مثل كلزا در پژوهشتوالي و خصوصيات ملكولي آن و نيز انتقال اين ژن به 

 . بود

با اسـتفاده از آغازگرهـاي اختصاصـي    . صورت گرفتcDNA  ساخت استخراج وي كل RNAگوجه فرنگي،  ميوهبافت از  :مواد و روش ها
 .Eباكتري. انجام شد T4هضم و واكنش اتصال با آنزيم  XbaIبه كمك آنزيم برشي  pBluescript (SK-)ناقلو همراه با تكثير ژن مذكور 

coli  آبي انجام شد–هاي نوتركيب بر اساس آزمون سفيد نوتركيب تراريخت و شناسايي كلونيمستعد با ناقل .  

 ـ bp 1089بـه طـول    cDNA هاي اختصاصي،و آغازگر PCRبا استفاده از  :نتايج و  همرديـف سـازي تـوالي نوكلئوتيـدي    . دسـت آمـد  ه ب
در تـوالي اسـيد    .درصد شـباهت داشـت   98به ميزان  Solanaceaeديگر ثبت شده از خانواده  γ-tmtاسيدآمينه اي ژن هدف با توالي هاي 

، ساختارهاي دوم و سوم اين پروتئين پيش بينـي  PSIpredبا استفاده از نرم افزار . آمينه اي پروتئين استنتاج شده چند تغيير مشاهده شد
  .درخت فيلوژنتيكي پروتئين حاصل از اين ژن ساخته شد ClustalWاز نرم افزار و با استفاده 

. درصد شباهت داشت Cerasiforme 98همسانه سازي شده با توالي  ثبت شده از گوجه فرنگي رقم  γ-tmtي ژن cDNA: نتيجه گيري 
بـه اهميـت ايـن گيـاه از نظـر       اين كار هـم . رول را افزايش دادبا انتقال اين ژن به گياهان دانه روغني مانند كلزا مي توان ميزان آلفا توكوف

  .افزايد و هم مي تواند مقاومت آن را نسبت به تنش هاي محيطي بالا ببرد اي مي تغذيه

  Eگاما توكوفرول متيل ترانسفراز، ساختمان دوم، ويتامين  :كليدي واژگان
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  مقدمه
هاي محلول در چربي و ضروري بـراي   يكي از ويتامين Eويتامين 

اش در  آنتـي اكسـيدانتي  انسان است كه بيشتر به دليل خاصـيت  
از ميـان هشـت شـكل طبيعـي ايـن      . بدن شـناخته شـده اسـت   

توكوفرول داراي بالاترين فعاليت و به دليـل جـذب    ويتامين، آلفا
انتخابي آن توسط پروتئين جگري ناقل آلفا توكوفرول بيشـتر در  

در بــدن انســان ايــن ويتــامين داراي دو  .)2و1(دســترس اســت 
ه هـم بـه عنـوان يـك ويتـامين عمـل       عملكرد است بدين معنا ك

). 3(كند  نمايد و هم نقش يك آنتي اكسيدانت مهم را ايفا مي مي
زماني نقـش بسـيار مهـم آلفـا توكـوفرول بـه عنـوان يـك آنتـي          

ها  شود كه رابطه ي بسياري از بيماري اكسيدانت بيشتر آشكار مي
هـاي   از آنجا كه معمـولا نشـانه  . با خاصيت مذكور روشن مي شود

ماري پس از سال ها تجمع راديكـال هـاي آزاد در بـدن ظـاهر     بي
هاي ايجاد شـده توسـط ايـن راديكـال اكثـرا       شوند لذا بيماري مي

برخـي از اثـرات ايـن    . باشند ي نهفتگي بلند مدت مي داراي دوره
هاي  كاهش احتمال بيماري :ويتامين بر اين بيماري ها عبارتند از

پديـده   شـدن كنـد  ع سـرطان،  انوا ثر در درمانوم عروقي، -قلبي
هـاي قرمـز خـون و     سلامت سلول ، حفظها تها و باف پيري سلول

كمـك بـه درمـان    ، بهبود زخم هـا  ، تسريع درمقابله با كم خوني
بهبود عملكرد سيستم ايمنـي، كنـد شـدن     ي،اختلالات توليدمثل
ماننـد آب  (ي پيري همراه انـد   هايي كه با پديده پيشرفت بيماري

  ). 6و5، 4) (آرتريتيسمرواريد و 

ــامين  ــي از     Eويت ــده و برخ ــنتز كنن ــودات فتوس ــا در موج تنه
سيانوباكتري ها توليد مي شود، بنابراين منبع تامين آن در انسان 

بيشترين غلظت توكوفرول را مي تـوان  ). 7(مصرف گياهان است 
در دانه هاي روغني گياهاني همچون كانولا، نخل، گلرنگ، سويا و 

يافت كه غلظت توكوفرول طبيعـي در دانـه ي آن هـا    آفتابگردان 
برابر بيشتر از بافـت هـايي غيـر از دانـه      20تا  10بطور ميانگين 

اين درحالي است كه بيشترين ايزوفرم موجود در آنها گامـا   .است
توكوفرول يعني همان پيش ماده ي بيوسنتزي آلفا توكوفرول مي 

تيــل ترانســفراز در توانــايي آنــزيم گامــا توكــوفرول م ).8(باشــد 
شناسـايي و محـل آن در    1980جابجايي گـروه متيـل در سـال    

و پس از آن در ) 10و9(غشاي داخلي كلروپلاست اسفناج تعيين 
ــارا از كروموپلاســت فلفــل   1985ســال  توســط دارلينــگ و كام

  ).11(استخراج گرديد 

ــاكتري سينكوسيســتيس از   ژن توكــوفرول متيــل ترانســفراز از ب
مولوژي با ديگر ژن هاي شناسايي شـده در مسـير   طريق يافتن ه

ايـن ژن در اربيدوپسـيس از   . شناسـايي شـد   Eبيوسنتز ويتامين 
باكتري سينكوسيستيس  γ-tmtطريق جستجوي همولوژي با ژن 

همچنين اين نكتـه روشـن گرديـد    . شناسايي شد 1998در سال 
 كــه گونــه هــاي مختلــف گياهــان روغنــي داراي مقــدار زيــادي 

امـا در اكثـر گياهـان دانـه     . هاي خـود هسـتند   در دانهتوكوفرول 
پيش (هاي سويا و كلزا، ميزان گاما توكوفرول  روغني همچون دانه

توكـوفرول بسـيار بيشـتر    -، نسبت به آلفـا )توكوفرول -ي آلفا ماده
بنـابراين تبـديل متـابوليكي گامـا توكـوفرول بـه آلفـا        . )8(است 

خــت جهــت افــزايش توكــوفرول از طريــق فنــاوري گياهــان تراري
ايـن  . كارآيي جذب آن توسط انسان و جانوران مد نظر بوده است

ــان ژن    ــر بي ــا اب ــار ب ــين ب ــراي اول ــار ب ــدل  γ-tmtك ــاه م در گي
بدين وسـيله بـه نقـش كليـدي     ). 8(اربيدوپسيس صورت گرفت 

در تعيين نوع توكوفرول موجود در دانه پي بـرده   γ -TMTآنزيم 
 ـ  محققين طي ايـن آزمـايش ژ  . شد  يم گامـا  زن كـد كننـده ي آن

 thaliana Arabidopsisتوكوفرول متيـل ترانسـفراز را از گيـاه    
در اين . آن را تعيين توالي كردند cDNAهمسانه سازي و سپس 

ــا ابــر بيــان ژن مــذكور            هــاي  تركيــب دانــه ،مطالعــه محققــين ب
A. thaliana  درصـد آلفـا    95درصد گاما توكوفرول بـه   97را از

 ). 8(توكوفرول تبديل كردند 

هـاي   هاي زيستي بسياري از جملـه از بـين بـردن ملكـول     فعاليت
ايجـاد   IIاكسيژن يگانـه كـه در طـي واكـنش هـاي فتوسيسـتم       

، كنترل غير آنزيمي اكسايش ليپيد ها در گياهـان  )12(شوند  مي
بـه  ، )14(ياهـان بـه دماهـاي پـايين     و افزايش سـازگاري گ ) 13(

در جهت افزايش ميـزان آلفـا   . ها نسبت داده شده است توكوفرول
هايي انجام شده كه اجمـالا   توكوفرول در گياهان مختلف پژوهش

  .ها اشاره مي گردد به برخي از آن

با ابر بيـان   محتوي آلفا توكوفرول برگ گياه كاهو، 2005در سال 
در ايـن  . اربيدوپسيس تا سه برابر افـزايش يافـت  گياه  γ -tmtژن 

در كنترل ميزان توليد آلفا توكـوفرول در   γ -TMTآزمايش نقش
تراريخت و ميزان فعاليـت   mRNAبرگ كاهو و همبستگي ميان 

گيـاه   γ -tmtبا بيان ژن  2006در سال . )15( ژن به اثبات رسيد
زان آلفـا  مي Brassica juncea اربيدوپسيس در گياه دانه روغني

در سـال   .)16(توكوفرول دانه هاي اين گياه شـش برابـر گرديـد    
بـا همسـانه سـازي و    ) 18( 2011و سپس در سال ) 17( 2007

 گيـاه  در خـود  γ -tmt Perilla frutescensسپس ابر بيـان ژن  
بيشتر گاما توكوفرول موجـود در دانـه بـه آلفـاتوكوفرول تبـديل      

نيز محققان با ابر بيان ژن گاما توكـوفرول   2007در سال  .گرديد
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مقـدار   سـويا  در گيـاه  Perilla frutescens متيل ترانسفراز گياه
با توجه به ). 19(آلفا توكوفرول دانه را چندين برابر افزايش دادند 

اينكه آلفا توكوفرول در ميـان تمـامي ايزوفـرم هـاي ديگـر ايـن       
يت بيولوژيكي، و آنزيم گاما توكوفرول ويتامين داراي بالاترين فعال

متيل ترانسفراز آخرين آنزيم در مسـير بيوسـنتز آلفـا توكـوفرول     
، هدف مهندسي گياهـان   Eاست در نتيجه افزايش توليد ويتامين

تراريخت، ترجيحا ابر بيان آنزيم گاما توكوفرول متيـل ترانسـفراز   
ژن گاما اين پژوهش با هدف استخراج و همسانه سازي . مي باشد

انجام شـد   Memory 1متيل ترنسفراز از گياه گوجه فرنگي رقم 
تا بتوان در قدم بعدي اين ژن را جهت بالا بردن ارزش تغذيه اي، 

توالي ايـن ژن در  . به يك گياه دانه روغني مانند كلزا منتقل نمود
گياه گوجه فرنگي در ارقام ديگري قبلا به ثبت رسيده اسـت؛ امـا   

تا پيش از اين مطالعه،  شناسايي نشده و به Memory 1 در رقم 
  .ثبت نرسيده بود

  

  ها مواد و روش

ــتخراج ــايل پلاســتيكي و شيشــه اي و  : RNA اس ــامي وس تم
استثناي محلول هـاي حـاوي   ه همچنين محلول هاي مورد نياز ب

Tris  محلول  ازبا استفادهDEPC )  يـك  ) دي اتيـل پيروكربنـات
 .شـدند  RNase هـاي  آنـزيم عـاري از  و دهم درصد ضد عفـوني  

درجـه   37سـاعت در   12بـه مـدت   سپس وسايل و محلـول هـا   
دقيقه  15به مدت  و )incubation(ي سانتي گراد گرمخانه گذار

ــا   ــدند ت ــوكلاو ش ــت  DEPCات ــق شكس ــداز طري ــه دي ه ش ن ب
  استخراج شاملبافر . از بين برود  اكسيدكربن، آب و اتانول كاملا

 [Tris-HCl 300mM, EDTA 25mM, NaCl 2M, CTAB 
2% (w/v), PVP 2% (w/v), ß-Mercaptoethanol 2%, 
DEPC-treated water 0.1%]  

گرم از نمونه ي پـودر شـده    5/2ليتر براي هر  ميلي 27به ميزان 
 50 مركاپتواتانول درون فالكون -ي مواد بجز بتا همه .تهيه گرديد

درجـه ي   80ريخته و در حمام آب گـرم در دمـاي   ميلي ليتري 
سـتخراج  ا. دندقيقه قرار داده شد 45الي  30سانتي گراد به مدت 

RNA    صـورت  ) 20(بر اساس روش تغيير يافته ريـد وهمكـاران
  .گرفت

ز نتجهـت س ـ : cDNAواكنش نسخه برداري معكوس تهيـه  
cDNA واكنش نسخه برداري معكوس به روش زير انجام گرفت. 
 .در يك ميكروتيوب استريل روي يخ تهيه گرديد زيرمخلوط 

Template (total RNA or mRNA):  50 ng  

Primer (Oligo (dT)18):  1 pmol  

Deionized and nuclease-free water to final volume: 
7-12 µl  

گـراد و   درجـه سـانتي   70دقيقـه در   5مخلوط حاصل بـه مـدت   
  :به آن اضافه شد زيرسپس روي يخ قرار داده شد و مواد 

5 X reaction buffer: 4 µl 

dNTP Mix 10 mM:  2 µl 

گـراد   درجه سـانتي  37دقيقه در دماي  5مخلوط حاصل به مدت 
ميكروليتر از آنزيم نسخه بـرداري   1قرار داده شد و سپس مقدار 

بـه تركيـب   ) ، سيناژن، ايـران reverse transcriptase(معكوس 
درجـه   42دقيقه دردمـاي   60مخلوط فوق به مدت  و فوق اضافه

واكـنش فـوق بـا قـرار دادن مخلـوط      . گراد قـرار داده شـد   سانتي
دقيقـه متوقـف    10گـراد بـه مـدت     درجه سـانتي  70واكنش در 

 .گرديد

آغـازگر هـاي   : PCRبـا اسـتفاده از    tmtژن  cDNAتكثيـر  
گياه گوجه فرنگي بـا شـماره    tmtاختصاصي با توجه به توالي ژن 

 tmtي ژن cDNAطراحي و براي تكثير  DQ456876دستيابي 
در دو XbaI جايگاه برش آنزيمي (سنتز شدند  bp1089به طول 
  ). طراحي شد tmtRو  tmtFدو آغازگر اختصاصي  5 ′انتهاي 

5' TATCTAGAATGGGCAGCCAATGCTATT 3' 

5' GCTCTAGATTATTCAGGTTTTCGACATGTG 3' 

پس از بهينـه سـازي دمـاي اتصـال جهـت تكثيـر        PCRواكنش 
درجـه   60در دمـاي   PCRاختصاصي و تك باند شدن محصـول  

) سـيناژن، ايـران  ( PCR Master Mixگراد با اسـتفاده از   سانتي
 94دور، شـامل دمـاي    30سـپس واكـنش بـراي    . صورت گرفت
گـراد   درجه سـانتي  60ثانيه، دماي  45گراد به مدت  درجه سانتي

درجـه سـانتي گـراد بـه      72دقيقه و در نهايت، دماي  1به مدت 
دور واكنش، تيوب  30بعد از اتمام . مدت يك دقيقه انجام گرديد

. درجـه سـانتي گـراد قـرار گرفتنـد      72ها به مدت ده دقيقـه در  
  . روي ژل آگارز يك درصد الكتروفورز گرديد PCRمحصول 

cDNA  ــه    كمــكي مــورد نظــر پــس از خــالص ســازي از ژل ب
DNA Extraction Kit )و برش توسط آنزيم ) شركت فرمنتاس

XbaI  با استفاده از آنزيمT4 DNA Ligase     بـه ناقـل از پـيش
، E. coliهاي  پس از مستعد سازي سلول. برش يافته اتصال يافت

باكتري هاي مستعد با استفاده از ناقل هـاي نوتركيـب تراريخـت    
آزمايش هاي تاييدي جهت اطمينان از نوتركيبي كلني ها . شدند
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آبـي،   -هـاي سـفيد   آزمـون كلنـي  : به ترتيب زير صـورت گرفـت  
Toothpick minipreparation   ــد و هضــم ــتخراج فاژمي ، اس

  ).XbaI )21آنزيمي توسط آنزيم 
هـاي تاييـدي جهـت اطمينـان از حضـور       ايشپس از انجـام آزم ـ 

cDNAژن ي tmt     ــه تــوالي ژن ــب و مطالع ــد نوتركي در فاژمي
به اين منظور ناقل . از توالي يابي استفاده شد همسانه سازي شده
تراريخت شده استخراج و بـه همـراه     E. coliنوتركيب از باكتري

آغازگرهاي اختصاصي رفت و برگشـت جهـت تـوالي يـابي در دو     
  .فرانسه ارسال شد Millgenبه شركت جهت 

بـا ديگـر    tmtمقايسه توالي پروتئيني استنتاج شده از ژن 
  cDNAپس از تعيين توالي نوكلئوتيـدي : پروتئين هاي مشابه

اي آن با استفاده  همسانه سازي شده، توالي اسيد آمينه γ-tmt ژن
مشـــخص و ســـپس  http://expasy.org/translateاز ســـايت 

 ClustalWدرخت فيلوژنتيك بـا اسـتفاده از نـرم افـزار آنلايـن      
)http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw(   ــم رســـــ

هـاي   هاي مشـابه بـا شـماره    جهت اين كار توالي پروتيين. گرديد
  دستيابي 

(ZP-08985217) Fisherella sp., 
(AE68180) Perilla frutescens, 
(ADZ24710) Solanum penellii, 
(BAK57287) Glycine max,  
(NP_176677) Arabidopsis thaliana, 
(BAJ86294) Hordeum vulgare, 
(ZP_07111019) Oscillatoria sp., 
(YP_003722211) Nostoc azolae, 
(EGB05977) Aureococcus anaphagefferens, 
(NP_091105914) Zea mays, 
(EAZ24304) Synechococcus sp., 
(ADV36922) Solanum tuberosum, 
(CBN74411) Ectocarpus siliculosus, 
(ZP_00518612) Crocosphaera watsonii, 
(ADC91915) Lactuca sativa, 
(ADP00411) Catharanthus roseus, 
(ZP_05030254) Microcoleus chthonoplastes, 
(YP_001657502) Microcystis aeroginosa, 
(XP_003083842) Ostrecoccus tauri, 
(XP_002951641) Volvox carteri, 
(XP_001421685) Ostrococcus lucimarinus, 
(XP_00288296) Arabidipsis lyrata,  
(XP_002319777) Populus tricocaroa, 
(XP_001694470) Clamydomonas reinhardtii, 
(XP_002292406) Thalacsiosira pseudomona, 
(XP_002180606) Phaeodactylum tricornutum, 
(AA013806) Brassica oleracea,  
(ABB52800) Helianthus annuus, 
(ACD03285) Brassica napus, 
(XP_002503087) Micromonas sp.,  
(XP_002454429)  Sorghum bicolor, 
(AC057634) Linum sitatissimum, 

(XP_002269749) Vitis vinifera,  
(BAH10645) Hevea brasiliensis,  
(ACj84366) Medicago truncaula,  
(CAI77219) Triticum aestivum,  
(ABI23433) Brassica juncea. 

  .مورد استفاده قرار گرفتند
خصوصيات بيوشـيميايي پـروتئين ژن همسـانه سـازي شـده در      

ــايت   )(ProtParam http://web.expasy.org/protparamسـ
                  ســــاختار دوم و ســــوم پــــروتئين نيــــز. بررســــي گرديــــد

 PSIpred توســــــط نــــــرم افــــــزار آنلايــــــن ســــــايت
)http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred (  ــم ــي و رس ــيش بين پ

                بررســـي موقعيـــت زيـــر ســـلولي پـــروتئين مـــذكور. گرديـــد
 TargetPبــــــــا اســــــــتفاده از نــــــــرم افزارهــــــــاي 

)http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP (و Psort 
)http://www.psort.org (وجـــــــود پپتيـــــــد پيـــــــام و              
)signal peptide (   توســــــط نــــــرم افــــــزارiPsort 
)http://ipsort.hgc.jp (انجام شد.  
  

  

  نتايج
از گياه گوجـه فرنگـي رقـم    γ-tmt ژن ي cDNAدر اين تحقيق 

Memory1  به طولbp 1089     جهت بررسـي تـوالي و اسـتفاده
براي انتقال به يك گياه دانه روغني مانند كلزا، در پـژوهش هـاي   

 RNAي قرمز اين گياه،  بدين منظور از مرحله. آتي، تكثير گرديد
پـس از الكتروفـورز   . انجام گرديـد  RT-PCRاستخراج و واكنش 

روي ژل اگارز يك درصد، يك باند بطـول حـدود    PCRمحصول 
Kb 1/1  شكل (مشاهده گرديدA1  .(  

بـا توجـه   . باند مذكور از ژل آگارز استخراج و خالص سازي گرديد
ي مـذبور و ناقـل    به صحت طـول قطعـه، واكـنش اتصـال قطعـه     

pBluescript هاي مسـتعد شـده   باكتري. صورت گرفت E. coli 
كلني هاي تراريخـت  . يخته شدندهاي نوتركيب ترارتوسط فاژميد

آبـي   -هـاي سـفيد   ابتدا از طريـق آزمـون كلنـي    ي نوتركيب شده
سپس جهت بررسي بيشـتر، آزمـون   ). B 1شكل(غربال گرديدند 

Tooth pick minipreparation هــاي ســفيد  نيــز روي كلنــي
هاي نوتركيب از روي اخـتلاف انـدازه شـان     صورت گرفت و كلني

هاي نوتركيب،  پس از انتخاب كلني). A2شكل (انتخاب گرديدند 
آزمـايش   XbaIبـا اسـتفاده از آنـزيم    . نها استخراج گرديـد ناقل آ

هضم آنزيمي صورت گرفت كه به ترتيب قطعات مورد انتظـار بـا   
سازي  حاصل و بدين ترتيب همسانه bp 2961و  bp1089 طول 

  ).B2شكل (توكوفرول متيل ترانسفراز تاييد گرديد  -ژن گاما
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            ) .سينا ژن، ايران( kb 1 نشانگر اندازه ملكولي 1رديف. PCRدرجه سانتي گراد توسط  60 در دماي اتصال tmt-γي cDNAتكثير  -A: 1شكل 

B- هـاي سـفيد حـاوي پلازميـد نـو      هاي آبي فاقـد پلازميـد نوتركيـب و كلنـي     كلني. آبي -هاي سفيد آزمون كلني هاي نو تركيب توسط تشخيص كلني 
  .اند تركيب

  

 

  
، )12، 11، 10، 9، 6، 5نشان داده شده با پيكان، رديـف هـاي   (فاژميد هايي كه بالاتر قرارگرفته اند  toothpick minipreparation.آزمون ) A: 2شكل

و فاژميد با  bp 1089با طول  بالا،، به ترتيب از پايين به مطابق انتظار ژن مورد نظر: XbaIفاژميد نوتركيب هضم شده توسط آنزيم ) B. نوتركيب هستند
  ).سينا ژن، ايران( kb 1 نشانگر اندازه ملكولي M .حاصل شد bp 2961 طول

 

  

هاي آمينه و خصوصـيات بيوشـيميايي   بررسي ويژگي توالي اسيد
از ابــزار  اســتفاده بــاپــروتئين اســتنتاج شــده از ژن هــدف    

ProtParam       362نشان داد كـه ژن هـدف، پروتئينـي بـا طـول 
ايزوالكتريك  pHدالتون و  5/39800اسيد آمينه و وزن مولكولي 

فرمــــول شــــيميايي ايــــن    .كنــــد را كــــد مــــي  28/8
 5579و در مجمــوع داراي   C1764H2785N483O529S18پــروتئين

بيشــترين و كمتــرين اســيد آمينــه را در تــوالي ايــن . اتــم اســت
 و هيستيدين درصد  2/11با ) عدد 42(سرين  پروتئين به ترتيب

ــا ) عــدد 7( ــه خــود اختصــاص مــي  9/1ب         ايــن. دهنــد درصــد ب
 127اسيد آمينه اسـيدي،   38اسيد آمينه بازي،  41آنزيم داراي 

بـا اسـتفاده از   . اسيد آمينه قطبي اسـت  99اسيد آمينه آبگريز و 

          پــروتئين مشــخص گرديــد كــه    iPsortنــرم افــزار آنلايــن   
ــوالي     ــا تـــــ ــام بـــــ ــد پيـــــ ــذكور داراي پپتيـــــ مـــــ

MGSQCYSAYSIQSLNPTCPSSSSSSVIFSL  ــراي بــ
و  TargetPانتقال به كلروپلاست اسـت و نـرم افزارهـاي آنلايـن     

Psort   و  97احتمال كلروپلاستي بودن اين پروتئين را به ترتيـب
همرديف سازي توالي نوكلئوتيدي . درصد پيش بيني كردند 100

به دست آمده با ديگر ) 4شكل (اي توالي  سيد آمينهو ا) 3شكل (
جـام  ان NCBIهاي ثبت شده از گياه گوجه فرنگي در بانك  توالي
 642و  561، 273، 84هاي شـماره  هايي در نوكلئوتيد تفاوت. شد

اين تغييرات باعث جايگزيني دو اسيد آمينه گرديـد  . مشاهده شد
  ).بحث را مشاهده كنيد(
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JN620365        -----------------ATGGGCAGCCAATGCTATTCCGCTTATTCTATCCAATCATTGA 43 
GU358684        ------------TAGTAATGGGCAGCCAATGCTATTCCGCTTATTCTATCCAATCATTGA 48 
GU563800        ------------TAGTAATGGGCAGCCAATGCTATTCCGCTTATTCTATCCAATCATTGA 48 
DQ456876        ATATATATAGTATAGTAATGGGCAGCCAATGCTATTCCGCTTATTCTATCCAATCATTGA 60 
ABE41794        -----------------ATGGGCAGCCAATGCTATTCCGCTTATTCTATCCAATCATTGA 43 
                                 ******************************************* 
 
JN620365        ACCCCACGTGTCCATCATCTTCTTCCTCCTCTGTTATCTTCTCTCTTCTTAAACCCCAGA 103 
GU358684        ACCCCACGTGTCCATCATCTTCTTCCTCCTCTGTTATCTTCACTCTTCTTAAACCCCAGA 108 
GU563800        ACCCCACGTGTCCATCATCTTCTTCCTCCTCTGTTATCTTCACTCTTCTTAAACCCCAGA 108 
DQ456876        ACCCCACGTGTCCATCATCTTCTTCCTCCTCTGTTATCTTCACTCTTCTTAAACCCCAGA 120 
ABE41794        ACCCCACGTGTCCATCATCTTCTTCCTCCTCTGTTATCTTCACTCTTCTTAAACCCCAGA 103 
                *****************************************:****************** 
 
JN620365        TTCACAGAAGAAGAATCATTACTTGTTGTAATAGTAGTAGAAGAAGAAGAAGAATGGCTA 163 
GU358684        TTCACAGAAGAAGAATCATTACTTGTTGTAATAGTAGTAGAAGAAGAAGAAGAATGGCTA 168 
GU563800        TTCACAGAAGAAGAATCATTACTTGTTGTAATAGTAGTAGAAGAAGAAGAAGAATGGCTA 168 
DQ456876        TTCACAGAAGAAGAATCATTACTTGTTGTAATAGTAGTAGAAGAAGAAGAAGAATGGCTA 180 
ABE41794        TTCACAGAAGAAGAATCATTACTTGTTGTAATAGTAGTAGAAGAAGAAGAAGAATGGCTA 163 
                ************************************************************ 
 
JN620365        GTGTTGCTGCGATGAATGCTGTGTCTTCGTCATCTGTAGAAGTTGGAATACAGAATCAAC 223 
GU358684        GTGTTGCTGCGATGAATGCTGTGTCTTCGTCATCTGTAGAAGTTGGAATACAGAATCAAC 228 
GU563800        GTGTTGCTGCGATGAATGCTGTGTCTTCGTCATCTGTAGAAGTTGGAATACAGAATCAAC 228 
DQ456876        GTGTTGCTGCGATGAATGCTGTGTCTTCGTCATCTGTAGAAGTTGGAATACAGAATCAAC 240 
ABE41794        GTGTTGCTGCGATGAATGCTGTGTCTTCGTCATCTGTAGAAGTTGGAATACAGAATCAAC 223 
                ************************************************************ 
 
JN620365        AGGAGCTGAAAAAAGGAATTGCAGATTTATATGATGAGTCTTCTGGGATTCGGGAAGATA 283 
GU358684        AGGAGCTGAAAAAAGGAATTGCAGATTTATATGATGAGTCTTCTGGGATTCGGGAAGATA 288 
GU563800        AGGAGCTGAAAAAAGGAATTGCAGATTTATATGATGAGTCTTCTGGGATTCGGGAAGATA 288 
DQ456876        AGGAGCTGAAAAAAGGAATTGCAGATTTATATGATGAGTCTTCTGGGATTTGGGAAGATA 300 
ABE41794        AGGAGCTGAAAAAAGGAATTGCAGATTTATATGATGAGTCTTCTGGGATTTGGGAAGATA 283 
                ************************************************** ********* 
 
JN620365        TTTGGGGTGACCATATGCATCATGGATATTATGAACCTAAATCCTCTGTGGAACTTTCAG 343 
GU358684        TTTGGGGTGACCATATGCATCATGGATATTATGAACCTAAATCCTCTGTGGAACTTTCAG 348 
GU563800        TTTGGGGTGACCATATGCATCATGGATATTATGAACCTAAATCCTCTGTGGAACTTTCAG 348 
DQ456876        TTTGGGGTGACCATATGCATCATGGATATTATGAACCTAAATCCTCTGTGGAACTTTCAG 360 
ABE41794        TTTGGGGTGACCATATGCATCATGGATATTATGAACCTAAATCCTCTGTGGAACTTTCAG 343 
                ************************************************************ 
 
JN620365        ATCATCGTGCTGCTCAGATCCGTATGATTGAACAGGCTCTAAGTTTTGCTGCTATTTCTG 403 
GU358684        ATCATCGTGCTGCTCAGATCCGTATGATTGAACAGGCTCTAAGTTTTGCTGCTATTTCTG 408 
GU563800        ATCATCGTGCTGCTCAGATCCGTATGATTGAACAGGCTCTAAGTTTTGCTGCTATTTCTG 408 
DQ456876        ATCATCGTGCTGCTCAGATCCGTATGATTGAACAGGCTCTAAGTTTTGCTGCTATTTCTG 420 
ABE41794        ATCATCGTGCTGCTCAGATCCGTATGATTGAACAGGCTCTAAGTTTTGCTGCTATTTCTG 403 
                ************************************************************ 
 
JN620365        AAGATCCAGCGAAGAAACCAACGTCCATAGTTGATGTTGGATGTGGCATCGGTGGCAGTT 463 
GU358684        AAGATCCAGCGAAGAAACCAACGTCCATAGTTGATGTTGGATGTGGCATCGGTGGCAGTT 468 
GU563800        AAGATCCAGCGAAGAAACCAACGTCCATAGTTGATGTTGGATGTGGCATCGGTGGCAGTT 468 
DQ456876        AAGATCCAGCGAAGAAACCAACGTCCATAGTTGATGTTGGATGTGGCATCGGTGGCAGTT 480 
ABE41794        AAGATCCAGCGAAGAAACCAACGTCCATAGTTGATGTTGGATGTGGCATCGGTGGCAGTT 463 
                ************************************************************ 
 
JN620365        CTAGGTACCTTGCAAAGAAATATGGCGCTACAGCTAAAGGTATCACTTTGAGTCCTGTAC 523 
GU358684        CTAGGTACCTTGCAAAGAAATATGGCGCTACAGCTAAAGGTATCACTTTGAGTCCTGTAC 528 
GU563800        CTAGGTACCTTGCAAAGAAATATGGCGCTACAGCTAAAGGTATCACTTTGAGTCCTGTAC 528 
DQ456876        CTAGGTACCTTGCAAAGAAATATGGCGCTACAGCTAAAGGTATCACTTTGAGTCCTGTAC 540 
ABE41794        CTAGGTACCTTGCAAAGAAATATGGCGCTACAGCTAAAGGTATCACTTTGAGTCCTGTAC 523 
                ************************************************************ 
JN620365        AAGCAGAGAGGGCTCAAGCTCTTGCTGATGCTCAGGGGTTAGGTGATAAGGTTTCATTTC 583 
GU358684        AAGCAGAGAGGGCTCAAGCTCTTGCTGATGCTCAGGGATTAGGTGATAAGGTTTCATTTC 588 
GU563800        AAGCAGAGAGGGCTCAAGCTCTTGCTGATGCTCAGGGATTAGGTGATAAGGTTTCATTTC 588 
DQ456876        AAGCAGAGAGGGCTCAAGCTCTTGCTGATGCTCAGGGATTAGGTGATAAGGTTTCATTTC 600 
ABE41794        AAGCAGAGAGGGCTCAAGCTCTTGCTGATGCTCAGGGATTAGGTGATAAGGTTTCATTTC 583 
                *************************************.********************** 
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JN620365        AAGTAGCAGACGCCTTGAATCAGCCTTTTCCAGATGGGCAATTCGACTTGGTTTGGTCGA 643 
GU358684        AAGTAGCAGACGCCTTGAATCAGCCTTTTCCAGATGGGCAATTCGACTTGGTTTGGTCCA 648 
GU563800        AAGTAGCAGACGCCTTGAATCAGCCTTTTCCAGATGGGCAATTCGACTTGGTTTGGTCCA 648 
DQ456876        AAGTAGCAGACGCCTTGAATCAGCCTTTTCCAGATGGGCAATTCGACTTGGTTTGGTCCA 660 
ABE41794        AAGTAGCAGACGCCTTGAATCAGCCTTTTCCAGATGGGCAATTCGACTTGGTTTGGTCCA 643 
                ********************************************************** * 
 

JN620365        TGGAGAGTGGAGAACACATGCCGAACAAAGAAAAGTTTGTTGGCGAATTAGCTCGAGTGG 703 
GU358684        TGGAGAGTGGAGAACACATGCCGAACAAAGAAAAGTTTGTTGGCGAATTAGCTCGAGTGG 708 
GU563800        TGGAGAGTGGAGAACACATGCCGAACAAAGAAAAGTTTGTTGGCGAATTAGCTCGAGTGG 708 
DQ456876        TGGAGAGTGGAGAACACATGCCGAACAAAGAAAAGTTTGTTGGCGAATTAGCTCGAGTGG 720 
ABE41794        TGGAGAGTGGAGAACACATGCCGAACAAAGAAAAGTTTGTTGGCGAATTAGCTCGAGTGG 703 
                ************************************************************ 
 

JN620365        CAGCACCAGGAGGCACAATCATCCTTGTCACATGGTGCCACAGGGACCTTTCCCCTTCGG 763 
GU358684        CAGCACCAGGAGGCACAATCATCCTTGTCACATGGTGCCACAGGGACCTTTCCCCTTCGG 768 
GU563800        CAGCACCAGGAGGCACAATCATCCTTGTCACATGGTGCCACAGGGACCTTTCCCCTTCGG 768 
DQ456876        CAGCACCAGGAGGCACAATCATCCTTGTCACATGGTGCCACAGGGACCTTTCCCCTTCGG 780 
ABE41794        CAGCACCAGGAGGCACAATCATCCTTGTCACATGGTGCCACAGGGACCTTTCCCCTTCGG 763 
                ************************************************************ 
 

JN620365        AGGAATCTCTGACTCCAGAGGAGAAAGAGCTGTTAAATAAGATATGCAAAGCCTTCTATC 823 
GU358684        AGGAATCTCTGACTCCAGAGGAGAAAGAGCTGTTAAATAAGATATGCAAAGCCTTCTATC 828 
GU563800        AGGAATCTCTGACTCCAGAGGAGAAAGAGCTGTTAAATAAGATATGCAAAGCCTTCTATC 828 
DQ456876        AGGAATCTCTGACTCCAGAGGAGAAAGAGCTGTTAAATAAGATATGCAAAGCCTTCTATC 840 
ABE41794        AGGAATCTCTGACTCCAGAGGAGAAAGAGCTGTTAAATAAGATATGCAAAGCCTTCTATC 823 
                ************************************************************ 
 

JN620365        TTCCGGCTTGGTGTTCCACTGCTGATTATGTGAAGTTACTTCAATCCAATTCTCTTCAGG 883 
GU358684        TTCCGGCTTGGTGTTCCACTGCTGATTATGTGAAGTTACTTCAATCCAATTCTCTTCAGG 888 
GU563800        TTCCGGCTTGGTGTTCCACTGCTGATTATGTGAAGTTACTTCAATCCAATTCTCTTCAGG 888 
DQ456876        TTCCGGCTTGGTGTTCCACTGCTGATTATGTGAAGTTACTTCAATCCAATTCTCTTCAGG 900 
ABE41794        TTCCGGCTTGGTGTTCCACTGCTGATTATGTGAAGTTACTTCAATCCAATTCTCTTCAGG 883 
                ************************************************************ 
 

JN620365        ATATCAAGGCAGAAGACTGGTCTGAGAATGTTGCTCCATTTTGGCCAGCAGTCATAAAGT 943 
GU358684        ATATCAAGGCAGAAGACTGGTCTGAGAATGTTGCTCCATTTTGGCCAGCAGTCATAAAGT 948 
GU563800        ATATCAAGGCAGAAGACTGGTCTGAGAATGTTGCTCCATTTTGGCCAGCAGTCATAAAGT 948 
DQ456876        ATATCAAGGCAGAAGACTGGTCTGAGAATGTTGCTCCATTTTGGCCAGCAGTCATAAAGT 960 
ABE41794        ATATCAAGGCAGAAGACTGGTCTGAGAATGTTGCTCCATTTTGGCCAGCAGTCATAAAGT 943 
                ************************************************************ 
 

JN620365        CAGCACTGACATGGAAGGGCTTCACATCAGTACTACGCAGTGGATGGAAGACAATCAAAG 1003 
GU358684        CAGCACTGACATGGAAGGGCTTCACATCAGTACTACGCAGTGGATGGAAGACAATCAAAG 1008 
GU563800        CAGCACTGACATGGAAGGGCTTCACATCAGTACTACGCAGTGGATGGAAGACAATCAAAG 1008 
DQ456876        CAGCACTGACATGGAAGGGCTTCACATCAGTACTACGCAGTGGATGGAAGACAATCAAAG 1020 
ABE41794        CAGCACTGACATGGAAGGGCTTCACATCAGTACTACGCAGTGGATGGAAGACAATCAAAG 1003 
                ************************************************************ 
 

JN620365        CTGCACTGGCAATGCCACTGATGATTGAAGGATACAAGAAAGGTCTCATCAAATTTGCCA 1063 
GU358684        CTGCACTGGCAATGCCACTGATGATTGAAGGATACAAGAAAGGTCTCATCAAATTTGCCA 1068 
GU563800        CTGCACTGGCAATGCCACTGATGATTGAAGGATACAAGAAAGGTCTCATCAAATTTGCCA 1068 
DQ456876        CTGCACTGGCAATGCCACTGATGATTGAAGGATACAAGAAAGGTCTCATCAAATTTGCCA 1080 
ABE41794        CTGCACTGGCAATGCCACTGATGATTGAAGGATACAAGAAAGGTCTCATCAAATTTGCCA 1063 
                ************************************************************ 
 

JN620365        TCATCACATGTCGAAAACCTGAATAA---------------------------------- 1089 
GU358684        TCATCACATGTCGAAAACCTGAATAATTATTGCTTAGCTACTGCGCG------------- 1115 
GU563800        TCATCACATGTCGAAAACCTGAATAATTATTGCTTAGCTACTG----------------- 1111 
DQ456876        TCATCACATGTCGAAAACCTGAATAATTATTGCTTAGCTACTGATGAATAATACAACATC 1140 
ABE41794        TCATCACATGTCGAAAACCTGAATAA---------------------------------- 1089 
                **************************                                   

و ديگـر   JN620365)با شماره دستيابي (  Memory 1ژن گاما توكوفرول متيل ترنسفراز بين رقم  يcDNAهمرديف سازي توالي نوكلئوتيدي : 3شكل 
  .NCBIاكسشن هاي ثبت شده از گوجه فرنگي در بانك 
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GU563800        MGSQCYSAYSIQSLNPTCPSSSSSSVIFTLLKPQIHRRRIITCCNSSRRRRRMASVAAMN 60 
GU358684        MGSQCYSAYSIQSLNPTCPSSSSSSVIFTLLKPQIHRRRIITCCNSSRRRRRMASVAAMN 60 
DQ456870        MGSQCYSAYSIQSLNPTCPSSSSSSVIFTLLKPQIHRRRIITCCNSSRRRRRMASVAAMN 60 
ABE41794        MGSQCYSAYSIQSLNPTCPSSSSSSVIFTLLKPQIHRRRIITCCNSSRRRRRMASVAAMN 60 
JN620365        MGSQCYSAYSIQSLNPTCPSSSSSSVIFSLLKPQIHRRRIITCCNSSRRRRRMASVAAMN 60 
                ****************************:******************************* 
 
GU563800        AVSSSSVEVGIQNQQELKKGIADLYDESSGIREDIWGDHMHHGYYEPKSSVELSDHRAAQ 120 
GU358684        AVSSSSVEVGIQNQQELKKGIADLYDESSGIREDIWGDHMHHGYYEPKSSVELSDHRAAQ 120 
DQ456870        AVSSSSVEVGIQNQQELKKGIADLYDESSGIWEDIWGDHMHHGYYEPKSSVELSDHRAAQ 120 
ABE41794        AVSSSSVEVGIQNQQELKKGIADLYDESSGIWEDIWGDHMHHGYYEPKSSVELSDHRAAQ 120 
JN620365        AVSSSSVEVGIQNQQELKKGIADLYDESSGIREDIWGDHMHHGYYEPKSSVELSDHRAAQ 120 
                ******************************* **************************** 
 
GU563800        IRMIEQALSFAAISEDPAKKPTSIVDVGCGIGGSSRYLAKKYGATAKGITLSPVQAERAQ 180 
GU358684        IRMIEQALSFAAISEDPAKKPTSIVDVGCGIGGSSRYLAKKYGATAKGITLSPVQAERAQ 180 
DQ456870        IRMIEQALSFAAISEDPAKKPTSIVDVGCGIGGSSRYLAKKYGATAKGITLSPVQAERAQ 180 
ABE41794        IRMIEQALSFAAISEDPAKKPTSIVDVGCGIGGSSRYLAKKYGATAKGITLSPVQAERAQ 180 
JN620365        IRMIEQALSFAAISEDPAKKPTSIVDVGCGIGGSSRYLAKKYGATAKGITLSPVQAERAQ 180 
                ************************************************************ 
 
GU563800        ALADAQGLGDKVSFQVADALNQPFPDGQFDLVWSMESGEHMPNKEKFVGELARVAAPGGT 240 
GU358684        ALADAQGLGDKVSFQVADALNQPFPDGQFDLVWSMESGEHMPNKEKFVGELARVAAPGGT 240 
DQ456870        ALADAQGLGDKVSFQVADALNQPFPDGQFDLVWSMESGEHMPNKEKFVGELARVAAPGGT 240 
ABE41794        ALADAQGLGDKVSFQVADALNQPFPDGQFDLVWSMESGEHMPNKEKFVGELARVAAPGGT 240 
JN620365        ALADAQGLGDKVSFQVADALNQPFPDGQFDLVWSMESGEHMPNKEKFVGELARVAAPGGT 240 
                ************************************************************ 
 
GU563800        IILVTWCHRDLSPSEESLTPEEKELLNKICKAFYLPAWCSTADYVKLLQSNSLQDIKAED 300 
GU358684        IILVTWCHRDLSPSEESLTPEEKELLNKICKAFYLPAWCSTADYVKLLQSNSLQDIKAED 300 
DQ456870        IILVTWCHRDLSPSEESLTPEEKELLNKICKAFYLPAWCSTADYVKLLQSNSLQDIKAED 300 
ABE41794        IILVTWCHRDLSPSEESLTPEEKELLNKICKAFYLPAWCSTADYVKLLQSNSLQDIKAED 300 
JN620365        IILVTWCHRDLSPSEESLTPEEKELLNKICKAFYLPAWCSTADYVKLLQSNSLQDIKAED 300 
                ************************************************************ 
 
GU563800        WSENVAPFWPAVIKSALTWKGFTSVLRSGWKTIKAALAMPLMIEGYKKGLIKFAIITCRK 360 
GU358684        WSENVAPFWPAVIKSALTWKGFTSVLRSGWKTIKAALAMPLMIEGYKKGLIKFAIITCRK 360 
DQ456870        WSENVAPFWPAVIKSALTWKGFTSVLRSGWKTIKAALAMPLMIEGYKKGLIKFAIITCRK 360 
ABE41794        WSENVAPFWPAVIKSALTWKGFTSVLRSGWKTIKAALAMPLMIEGYKKGLIKFAIITCRK 360 
JN620365        WSENVAPFWPAVIKSALTWKGFTSVLRSGWKTIKAALAMPLMIEGYKKGLIKFAIITCRK 360 
                ************************************************************ 
 
GU563800        PE 362 
GU358684        PE 362 
DQ456870        PE 362 
ABE41794        PE 362 
JN620365        PE 362 
                ** 

بـا شـماره دسـتيابي    (  Memory 1ي ژن گاما توكوفرول متيل ترنسـفراز بـين رقـم    cDNAهمرديف سازي توالي اسيد آمينه اي منتج شده از : 4شكل 
(JN620365  و ديگر اكسشن هاي ثبت شده از گوجه فرنگي در بانك.NCBI  

  

  

بررسي درخت فيلوژنتيكي ژن گاما توكوفرول متيل ترانسـفراز بـا   
به همين منظور از . صورت گرفت Clustalwاستفاده از نرم افزار 

ژن هاي گاما توكوفرول متيل ترانسفراز ديگر گياهان ثبـت شـده   
بررسـي هـاي انجـام شـده بـا      ). 5شكل (استفاده شد  NCBIدر 

ان داد كه پروتئين منتج از ژن نش Clustalwاستفاده از نرم افزار 
همسانه سازي شده با پروتئين هاي ثبـت شـده مشـابه در بانـك     

ژن توالي يابي شده با . درصد تشابه دارد 5/99تا  NCBI  ،32ژن
درصـد، بيشـترين تشـابه را بـه ترتيـب بـا        6/98و  5/99داشتن 
ــا  Solanum tuberosumو Solanum penelliiهــاي  تــوالي ب

ــرين  ADV36922و  ADZ24710شــماره ي دســتيابي  و كمت
سـاختار  . درصـد، نشـان داد   32با  Synechococcusتشابه را با 

پيوند هيدروژني بـاقي مانـده    دوم پروتئين در اثر فعل و انفعالات
هاي آمينه در داخل يا بين زنجيره هاي پپتيدي ايجـاد مـي   اسيد
با استفاده از نـرم  پيش بيني ساختار دوم پروتئين ژن هدف . شود

صورت گرفت و نتايج نشـان داد كـه ايـن     PSIpredافزار آنلاين 
كويـل تشـكيل    23صفحه ي بتا و  8مارپيچ آلفا،  16پروتئين از 
  .)6شكل ( شده است
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توالي هايي كه با پروتئين منتج شده از ژن توالي يابي  .NCBI .Iدرخت فيلوژنتيك پروتئين گاما توكوفرول متيل ترانسفراز گياهان موجود در  :5شكل 
ين ژن توالي هايي كه با پروتئ. IIIدرصد شباهت دارند،  50تا40توالي هايي كه با پروتئين ژن توالي يابي شده . II. درصد شباهت دارند 40تا30شده 

با توالي هايي كه  Vدرصد شباهت دارند  80تا70توالي هايي كه با پروتئين ژن توالي يابي شده . IVدرصد شباهت دارند،  60تا50توالي يابي شده 
توالي پروتيين مورد . * درصد شباهت دارند 99تا90با پروتئين ژن توالي يابي شده توالي هايي كه  VIدرصد و  90تا 80 پروتئين ژن توالي يابي شده

  .بررسي

 Fischerella sp. I 

 Nostoc azollae I

 Oscillatoria sp. I

 Trichodesmium erythraeum I

 Microcoleus chthonoplastes I

 Crocosphaera watsonii I

 Microcystis aeruginosa I

 Synechococcus sp.I

 Volvox carteri f. nagariensis III

 Chlamydomonas reinhardtii III

 Ostreococcus tauri  II

 Ostreococcus lucimarinus III

 Micromonas sp. II

 Aureococcus anophagefferens I

 Ectocarpus siliculosus II

 Thalassiosira pseudonana III

 Phaeodactylum tricornutum II

 Perilla frutescens IV

 Lactuca sativa IV

 Helianthus annuus IV

 Solanum pennellii VI

 Solanum tuberosum VI

 Solanum lycopersicum* 

 Catharanthus roseus I

 Zea mays IV

 Sorghum bicolor IV

 Oryza sativa Japonica Group IV

 Hordeum vulgare IV

 Triticum aestivum IV

 Vitis vinifera IV

 Linum usitatissimum IV

 Populus trichocarpa IV

 Hevea brasiliensis IV

 Medicago truncatula V

 Glycine max II

 Arabidopsis thaliana IV

 Arabidopsis lyrata IV

 Brassica napus

 Brassica oleracea IV

 Brassica juncea IV

83

99

99

72

99

99
45

98
54

39

96

74

50

77

99

98

37

30
99

26

2

43

6

57

100

9

19

97

8

23

23

16

34

32

99

89

74
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 PSI pred.پيش بيني ساختار دوم پروتئين گاما توكوفرول متيل ترانسفراز با استفاده از نرم افزار آنلاين  :6شكل

  

  
 PSI pred.ساختار سوم آنزيم گاما توكوفرول متيل ترانسفراز با استفاده از نرم افزار آنلاين  :7شكل 
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مدل سازي تطبيقي، روشي معتبر براي پيش بينـي سـاختار سـه    
بـراي  . بعدي پروتئين ها بر اساس توالي اسـيد آمينـه مـي باشـد    

ترسيم ساختار سوم پروتئين ژن هدف توالي اسيدآمينه اي آنزيم 
رار مورد بررسي ق ـ PS2گاما توكوفرول متيل ترانسفراز در سايت 

گرفت و آنزيم ساركوزين دي متيـل گلايسـين متيـل ترانسـفراز     
Galdieria sulphuraria (PDB 2O57)  درصد شباهت  21با

  ).7شكل (به عنوان الگو در نظر گرفته شد 
  

  بحث 
سنتز كننده، توكوفرول ها در پاسخ بـه بسـياري از   در گياهان فتو

تنش هاي غير زنده افزايش نشان مي دهند؛ از جمله نـور شـديد   
بيشـــتر  ). 24(و دماهـــاي پـــايين و بـــالا ) 23(خشـــكي ) 22(

توكوفرول ها در گياهان در پلاستيد ها قرار دارند، تنها استثنا در 
دانـه ايـن   ها در  ست كه توكوفرولاين مورد، گياهان دانه روغني ا

ــه صــورت  كــه از شــبكه ) oil bodies(ذرات روغــن گياهــان ب
اين مطالعـه  ). 14(گيرند، ذخيره مي شوند  آندوپلاسمي منشا مي

با هدف همسانه سازي ژن گاماتوكوفرول متيل ترنسـفراز از گيـاه   
گوجه فرنگي، مطالعه و تعيين خصوصيات بيوشيميايي و ملكـولي  

ر نهايـت، انتقـال آن بـه يـك گيـاه دانـه       پروتئين منتج از آن و د
گاما (انتقال اين ژن . روغني، در پژوهش هاي آينده صورت گرفت

مي تواند هم ارزش غذايي گيـاه را بـه   ) توكوفرول متيل ترنسفراز
دليل توليد بيشتر آلفا توكوفرول بالا ببرد و هـم از نظـر افـزايش    

  .مقاومت گياه در مقابل تنش ها، مفيد واقع شود

همسانه سازي شده با ژن هاي ثبـت شـده گوجـه فرنگـي در      ژن
موقعيت  دري يتفاوت ها. شباهت را نشان داد درصد 98بانك ژن 

در بــين تــوالي هــاي نوكلئوتيــدي  642و  561 ،273، 84هــاي 
بين ژن ثبت شده در اين پژوهش با شـماره   همرديف سازي شده

بــا ژن ثبــت شــده بــا شــماره دســتيابي  ،JN620365دســتيابي 
DQ456876        ،كه بـه عنـوان تـوالي مرجـع اسـتفاده شـده بـود 

شــامل بــه ترتيــب  ايــن تفــاوت هــا ).3شــكل (مشــاهده گرديــد 
 به جاي Cك نوكلئوتيد ي، Tبه جاي   Aيك نوكلئوتيد يجايگزين

T،  يك نوكلئوتيدA به جاي G  و يك نوكلئوتيدC    بـه جـايG 
بـه   ACTت به ترتيـب باعـث تبـديل كـدون     اين تغييرا .مي شد

TCT كدون ،TGG  بهCGG،  كدونGGA   بـهGGG  وTCC 
جايگـاه   273و  84در دو موقعيـت  . )4شكل ( شده اند TCGبه 

جايگاه سـوم كـدون تغييـر     642و  561اول كدون و در موقعيت 
موجـب تبـديل اسـيد آمينـه ي      84تغييـر در جايگـاه   . يافته اند

بـه   تريپتوفـان اسـيدآمينه ي   273ترئونين به سرين، در جايگـاه  

ــت ــين و در موقعي ــاي آرژن ــب، 642و  561 ه ــه ترتي ــدون ، ب ك
ديگري از همين اسيدهاي آمينه  هاي و سرين به كدونگلايسين 

در بين چهار تغييري كـه در   ).5و  4شكل هاي (تبديل شده اند 
بود، تنها دو كدون، اسيدهاي آمينه متفاوتي را  كدون ها رخ داده
تغييـر در  (تبديل اسيد آمينه ترئونين به سرين . بوجود مي آورند

شايد باعـث تغييـر عمـده اي در سـاختار و عملكـرد      ) 84جايگاه 
پروتئين حاصله نشود؛ زيرا هر دوي اين اسيد هاي آمينـه از نظـر   

آمينه قطبي بدون ساختاري بسيار به هم شبيه و جزو اسيد هاي 
تغييـر در  (اما تبـديل اسـيد آمينـه تريپتوفـان بـه آرژنـين       . بارند

مي تواند تغيير اساسي در سـاختار و در نتيجـه در   ) 273جايگاه 
عملكرد پروتئين حاصله داشته باشد؛ زيرا تريپتوفان جز اسيدهاي 
آمينه آبگريز و آرژنين جز اسيدهاي آمينه بازي داراي بـار مثبـت   

ين جايگزيني يك تغيير عمده در قسـمتي از سـاختار و   چن. است
اين تغيير در . شود خصوصيت بيوشيمي يك پروتئين محسوب مي
). 5شـكل  ( خورد سه اكسشن ديگر گوجه فرنگي هم به چشم مي

حال اين كه كدام يك از اين آيزوفرم ها مي تواند گاما توكوفرول 
آيي بيشـتري ايـن   را به آلفا توكو فرول تبديل نمايد و يـا بـا كـار   

آيزوفرم هـا بـه گياهـان جهـش      عمل را انجام دهد، به انتقال اين
ي فاقد اين ژن و بررسي ميزان توليـد آلفـا تـو كـوفرول در      يافته
اسـيد   362پروتئين حاصـله داراي  در هر صورت، . ها نياز دارد آن

است كـه بـا پـروتئين هـاي      kD 39 آمينه و وزن ملكولي حدود
و ) kD  33 )10فلفـل زنگولـه اي بـا وزن ملكـولي    مشابه از گياه 

مشـابهت  ) kD36 )25 اي بـا وزن ملكـولي    پروتئين فلفـل دلمـه  
  .دارد

مشاهده گرديد كه ژن به دست آمده در اين مطالعه داراي تـوالي  
اين يافته بـا حضـور توكـوفرول هـا در     . راهنماي پلاستيدي است

اين آنـزيم بايـد   ، به اين معني كه )14(كلروپلاست مطابقت دارد 
جهــت تبــديل گامــا توكــوفرول بــه آلفــا توكــوفرول، بــه مكــان  

توكوفرول هاي . ، حمل گردد)درون كلروپلاست(سوبستراي خود 
نتي مختلفـي  آلفا، بتا، گامـا و دلتـا داراي فعاليـت آنتـي اكسـيدا     

هـر ملكـول از   . دارند in vivoها در شرايط دربرابر اكسايش ليپيد
 30و  100، 120، 220واند به ترتيب عليـه  ت ها مي اين توكوفرول

فعاليت داشته ) PUFA )polyunsaturated fatty acidملكول 
ها نقـش مهمـي را در    همچنين پيشنهاد شده كه توكوفرول. باشد

ه شده است كـه  محافظت از دستگاه فتو سنتزي گياه دارند و ديد
ي غير زنـده ماننـد خشـكي و وجـود فلـزات      ها در پا سخ به تنش

تبديل گاما توكـوفرول بـه   ). 26(نگين افزايش نشان مي دهند س
تر آن يعني آلفا توكوفرول توسط آنزيم گاما توكوفرول  شكل فعال
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كه انتقال اين ژل به گياهان ) 16(گيرد  متيل ترنسفراز صورت مي
تواند در افـزايش خاصـيت    هدف، از جمله گياهان دانه روغني مي

رايط سخت نقـش مهمـي را ايفـا    تغذيه اي و عملكرد آن ها در ش
  .نمايد

  

  گيرينتيجه
آلفا توكوفرول ماده ضـد اكسـنده قـوي اسـت كـه طـي واكـنش        

با افـزايش ميـزان   . بيوشيميايي از گاما توكوفرول ساخته مي شود
 Eاين آنزيم از طريق مهندسي ژنتيك مي توان محتواي ويتامين 

. گيــاه و مقاومــت آن را در برابــر تــنش هــاي محيطــي بــالا بــرد
 Eي منبع ويتـامين   نتيكي را مي توان جايگزين بالقوهمهندسي ژ

ي اقتصـادي نسـبت بـه توليـد      با فرض توليـد مقـرون بـه صـرفه    
در ميـان گياهـان دانـه    . شيميايي آلفـاتوكوفرول در نظـر گرفـت   

رين هـدف توليـد   روغني بعلت غني بودن از گاما توكـوفرول بهت ـ 
اقتصادي توكوفرول ها از طريق مهندسي مسـير بيوسـنتزي آنهـا    

بنابراين براي ابربيان ژن گاما توكوفرول متيل ترانسفراز  .مي باشد
ــل      ــده در ناق ــازي ش ــانه س ــد ژن همس ــذكور باي ــان م در گياه

pBluescript        را به يك ناقـل بيـاني همسـانه سـازي كـرد و بـه
  .داد گياهان دانه روغني انتقال

  

  داني تشكر و قدر
هزينه اين پژوهش از بودجه گروه بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه 

تـامين گرديـد كـه بـه ايـن وسـيله       ) ره(بين المللي امام خميني 
  .گردد تشكر مي
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Abstract 

Aim: The aim of this research was the cloning and sequencing of gamma tocopherol methyl 
transferase gene (γ-tmt) from Memory 1 cv and transferring it into an oilseed plant such as 
canola, in the future studies for improving its nutritional value.  

Material and Methods: Total RNA was extracted from tomato fruit and cDNA constructed. 
By using specific primers the γ-tmt gene was amplified by PCR reaction and a 1089 bp 
fragment was produced. The amplified fragment and the pBluescript (SK-) vector were 
digested by XbaI. The ligation reaction was carried out by T4 ligase. E. coli competent cells 
were transformed by the resulting vector and recombinant colonies were identified using the 
white-blue screening assay.  

Results: The nucleotide sequence of the gene was determined and aligned with the available 
sequences recorded in the NCBI data bank. This sequence showed 98% similarity with the 
other recorded γ-tmts from Solanaceae family. Some changes in nucleotide sequence and the 
deduced amino acids were observed. The secondary and tertiary structures of the protein were 
predicted, using PSIpred software. A phylogenetic tree was also constructed for the protein 
product of the gene, using ClustalW.  
Conclusion: The cloned cDNA of γ-tmt showed 98 % similarity with the recorded sequence 
from tomato cv Cerasiforme. Upon transfer of this gene into an oil seed plant such as canola, 
one can increase both its nutritional value and resistance to environmental stresses.   
Keywords: Gamma tocopherol methyltransferase, Secondary structure, Vitamin E 
 
 

  


