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 چكيده
ه اكسيدو ) عضوي از خانوادACOكربوسيلكيك اسيد اكسيداز (-1-آمينوسيكلوپروپان -1آنزيم 

به عنوان كوفاكتور و آسكوربات به عنوان  +Fe2بوده و براي فعاليت خود به  IIردوكتازهاي وابسته به آهن 
سوبستراي همراه نياز دارد. اين آنزيم، تنها آنزيم اكسيدو ردوكتاز مسير توليد هورمون اتيلن بوده و مرحله 

كل از بافت ميوه گوجه فرنگي، رقم  RNAتحقيق،  نهايي بيوسنتز اين هورمون را كاتاليز مي كند. در اين
Memory I  استخراج شده و سپسcDNA  كد كننده ژنLeACO1 مراز با استفاده از واكنش زنجيره اي پلي

همسانه سازي شده و  pUC19) ساخته شد. اين ژن در ناقل پلاسميدي RT-PCRنسخه برداري معكوس (
ژنتيكي آن مورد بررسي قرار گرفت. بررسي توالي پروتئيني  خصوصيات بيوشيمي، ساختاري و روند تكامل

LeACO1  و ديگر پروتئين هاي اين خانواده آنزيمي نشان داد كه در جايگاه فعال آن ها سه اسيد آمينه
His177 ،His234  وAsp179  تشكيل يك مثلث كاتاليزور كننده را داده و به اتصالFe2+  در اين جايگاه

روابط فيلوژنتيكي و همرديف سازي چندگانه نشان داد كه اين ژن شباهت زيادي با  كمك مي كنند. بررسي
در ديگر گياهان دارد. همچنين بررسي روابط تكاملي ميان اعضاي خانواده دي اكسيژنازهاي  ACO1ژن 

ها از ساير اعضاي خانواده دي اكسيژناز ACOوابسته به يون آهن نشان داد كه از نظر تكاملي پروتئين هاي 
 متمايز هستند.

 .، همسانه سازي، جايگاه فعال، گوجه فرنگياكسيدو ردوكتاز، ACO1واژه هاي كليدي: 

                                                                 
       Email: raheemhaddad@yahoo.co.uk              02833901165تلفن:                                  رحيم حدادنويسنده مسئول:  ∗
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 مقدمه
اتيلن يكي از هورمون هاي مهم گياهي است كه 
در بسياري از جنبه هاي رشد، توسعه و تمايز 
سلولي، جوانه زني دانه، رسيدگي ميوه، پيري گل 

 ;Abeles et al., 1992(و برگ شركت مي كند 

Ahmadi et al., 2011; Bleecker & Kende, 
2000; Lasserre et al., 1996(.  اين هورمون

همچنين در پاسخ گياه به محدوده وسيعي از تنش 
هاي زنده و غير زنده مانند حمله پاتوژن، آسيب 

)، Bleecker & Kende, 2000هاي مكانيكي (
 Leliever) و سرما (Olson et al., 1995غرقابي (

et al., 1997 نقش دارد. آخرين مرحله در مسير (
آمينو  -1بيوسنتزي اتيلن اكسيداسيون دو الكترون 

) و ACCكربوكسيليك اسيد ( -1-سيكلو پروپان
سپس تبديل آن به اتيلن، دي اكسيد كربن، سيانيد 

 -1و آب است كه اين عمل توسط آنزيم 
 كربوسيلكيك اسيد اكسيداز-1-آمينوسيكلوپروپان

)ACO) انجام مي گيرد (Adams & Yang, 

1979; Costas et al., 2004 فعاليت .(ACO  با
كاهش پيوسته اكسيژن به آب و اكسيداسيون 
آسكوربات به دي هيدرو آسكوربات همراه است. 
در اين واكنش بي كربنات به عنوان فعال كننده 

 واكنش عمل مي كند.
ACO  متعلق به خانواده دي اكسيژنازهاي

) است كه از يون آهن به Hemني غير هم (آه
اكسو گلوتارات به عنوان  2عنوان كوفاكتور و 

ه مي كند. با وجود اينكه دسوبستراي همراه استفا
ميزان تشابه توالي در ميان اين خانواده آنزيمي كم 

، اما در همه آن ها )Ahmadi et al., 2011( است

 جايگاه فعال داراي يون آهن بوده كه در يك
آرايش ليگاند سه شاخه اي تحت عنوان آرايش 

قرار مي » His-1-carboxylate-2«سه وجهي 
). بر خلاف ساير Costas et al., 2004گيرد (

اعضاي خانواده دي اكسيژنازهاي آهني غير هم، 
كه از آلفا كتو گلوتارات به عنوان سوبستراي 

اكسيژن به آب استفاده مي  احياهمراه براي 
از آسكوربات دو الكترون  ACOيم آنز .نمايند

اكسيژن دريافت مي كند. بررسي  احياجهت 
كه  دهدمينشان  ACOمكانيسم عمل آنزيم 

ACC  از طريق گروه هاي آمينو و كربوكسيل خود
به آهن مركزي متصل مي شود. در اين اتصال 

و  His234در مقابل اسيد آمينه  ACCگروه آمين 
قرار مي  Asp179گروه كربوكسيل آن در مقابل 

و  Rocklin et al., 2004( .Arg175( گيرد
Arg244  در اتصال بي كربنات نقش داشته و دو

 His177اكسيژن به حالت ترانس با اسيد آمينه 
-ACCO-Fe-ACCقرار مي گيرند. كمپلكس 

bicarbonate-dioxygen  واكنش پذيري كمي
دارد. اولين انتقال  ACCجهت اكسيداسيون 

ن متصل به دي اكسيژن از الكترون به آه
ديگري صورت مي  ACCآسكوربات يا مولكول 
توسط بي كربنات،  O-Oگيرد. متعاقبا تجزيه 

 ACCاكسو آهني توليد مي كند كه با اكسيداسيون 
 ACO-Fe(III)باعث توليد اتيلن، آب، سيانيد و 

احيا توسط آسكوربات  ACO-Fe(III)مي شود. 
كاتاليزي  براي چرخه ACO-Fe(II)تا  مي شود

 ). Tierney et al., 2005( مجدد فراهم شود
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توسط خانواده ژني كوچكي  ACOآنزيم 
 Sellكد مي شود. مثلا پنج ژن در گوجه فرنگي (

& Hehl, 2005) و لاله ،(Momonoi et al., 

 ,.Tang et al)، چهار ژن در اطلسي (2007

) و سه Gallie & Yong, 2004) و ذرت (1993
) گزارش Lasserre et al., 1996ژن در خربزه (

در طول رشد و  ACOشده است. خانواده ژني 
گياه به صورت هاي مختلفي بيان مي گردند.  نمو

به  TgACO5و  TgACO1 ،TgACO3در گل لاله 
ترتيب در گلبرگ هاي پژمرده، برگ ها و ساقه 

 TgACO4و  TgACO2بيان مي شوند، در حاليكه 
ا بيان مي گردند فقط درسطح پايه در اين بافت ه

)Momonoi et al., 2007 پير شدن گلبرگ .(
اطلسي با افزايش توليد اتيلن شروع مي شود و 
اتيلن نقش اساسي در تنظيم مرگ سلول بازي مي 

. بررسي مسير )Hoekstra & Weges, 1986( كند
-MAكه  دادبيوسنتزي اتيلن در ميوه موز نشان 

ACS1  وMA-ACO1 دو ژن اصلي رسيدگي در 
ميوه موز بوده و نقش مهمي در تنظيم توليد اتيلن 

 Choudhury et( در طي رسيدگي ايفا مي كنند

al., 2008( دانه گرده اطلسي داراي مقدار زيادي .
ACC  است كه پس از گرده افشاني از طريق

كلاله به اتيلن تبديل مي شود. اتيلن توليد شده در 
ه رشد و نمو پس از گرده افشاني نقش مهمي ب

جداسازي و . )Singh et al., 1992( عهده دارد
  .sppاز ACOايزوفرم جديد ژن  كلون

Dendrobium  رقمAnna  عضوي از بزرگترين)
كه توالي آمينو اسيدي  نشان دادگونه اركيده) 

ACO  اين رقم باACO  هاي موجود در ديگر

% 98ارقام ثبت شده در پايگاه هاي اطلاعاتي 
با همسانه سازي ژن مشابهت دارد. همچنين 

DenACS ) از گياه اركيدهDendrobium hybrid (
كه اين ژن در باز شدن گل، پيري  نشان داده شد

گل و رشد و توسعه سلول هاي رويشي نقش 
 ,.Nagtong et al., 2009; Nagtong et al( دارد

آنتي سنس سازه . تراريختي خربزه با )2010
cDNA  ژنACO كه نقش  سيب نشان دادACO 

در اين روش با  ،در بيوسنتز اتيلن كليدي است
مقدار اتيلن در اين  ACOممانعت از توليد آنزيم 

 معني داري كاهش مي يابد به طورگياه 
)Rombaldi et al., 2002(. 

با توجه به نقش مهم اتيلن در رسيدگي  
ميوه و پيري و ضايعاتي كه توسط اين هورمون 

مي توان بخش  ايجاد مي شود، با كاهش ميزان آن
عمده اي از ضايعات مربوط به انبارداري 
محصولات كشاورزي را تقليل داد. به همين 

كه  ACO1منظور نخست همسانه سازي ژن 
ايزوفرم غالب رسيدگي است صورت گرفت تا 
بتوان در قدم هاي بعدي به منظور تغيير بيان آن و 
كاهش ميزان اتيلن، از اين ژن جهت انتقال به گياه 

فاده كرد. در اين مطالعه پس از شناسايي و است
، با استفاده از بررسي LeACO1همسانه سازي ژن 

هاي همولوژي و فيلوژنتيكي با ساير اكسيژنازها 
نشان مي دهيم كه از نظر تكاملي پروتئين هاي 

ACO  از ساير اعضاي خانواده اكسيژنازها متمايز
هستند. به علاوه اين ژن شباهت زيادي با ژن 

ACO .در ديگر گياهان دارد 

 



 )1394 پاييز، 3، شماره 7مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

58 
 

 مواد و روش ها

 مواد گياهي و نمونه برداري 
 Lycopersiconميـــوه گوجـــه فرنگـــي (

esculentum L. cv, Memory I  از گلخانـه اي (
واقــع در مينــودر قــزوين جمــع آوري و پــس از  

ــدار    ــه مق ــوزين ب ــاي    3ت ــه ه ــرم درون ورق گ
آلومينيومي بسته بندي شده و بلافاصله درون ازت 

يع تثبيت گرديد. نمونـه سـريعا بـه آزمايشـگاه     ما
 -80انتقال داده شده و تا زمان اسـتفاده در دمـاي   

 درجه سانتي گراد نگهداري شدند.
  

 كل RNAاستخراج 
كــل از يــك روش  RNAجهــت اســتخراج 

، كه تغيير يافتـه روش  CTABبهينه شده مبتني بر 
Reid et al.  )2006 ،اسـتفاده شـد. در   ) مي باشد

ــن ر ــي   اي ــذف پل ــت ح ــديم جه ــد س وش كلري
ساكاريدها، پلي وينيل پيروليدون به منظور حذف 
تركيبات فنولي و كلروفرم جهت حـذف پـروتئين   

بـا   RNAها مورد استفاده قرار گرفتند. در نهايت 
استفاده از استات سديم و ايزوپروپـانول و ليتيـوم   
كلرايــد رســوب داده شــد. بافــت مــورد نظــر بــه 

گـرم از بافـت    3و به ميزان  صورت پودر در آمده
حاوي بافر  ml 50فالكون  تيوبپودر شده به يك 

%، CTAB )w/v (2 ،%PVP )w/v (2اســـتخراج (
)8pH=  (mM EDTA 25) ،8pH=  (mM Tris-

HCl 300 ،NaCl M 2،β-mercaptoethanol  
)v/v (2 .30هـا بـه مـدت     تيـوب % اضافه گرديد 

ن مـدل  انگلستا Techneدقيقه در حمام آب گرم (
FTE10AE  درجه سـانتيگراد قـرار    65) با دماي

ــر  ــده و ه ــس   5داده ش ــي ورتك ــه آرام ــه ب دقيق
)Techne  ــدل ــتان مـــ ) FVORTECEانگلســـ

گرديدند. سپس پروتئين ها دو مرتبه با يك حجم 
ــل (   ــل الك ــرم: ايزوآمي ــر از كلروف ) v/v 1:24براب

 تيـوب استخراج گرديده و لايـه بـالايي بـه يـك     
 Mحجم سديم استات  1/0قل و فالكون جديد منت

 سپس حجم ايزوپروپانول به آن افزوده و 6/0و  3
گراد درجه سـانتي  -80دقيقه در دماي  30به مدت 

نگهداري گرديد. رسوب اسيد نوكلئيك به وسـيله  
ــا ) Z36HKآلمــان مــدل  Hermelســانتريفيوژ ( ب

درجه سـانتيگراد   4در دماي  rpm 14000سرعت 
حل گرديـد.   DEPC حاوي مع آوري و در آبج

بـه   M 8حجم ليتيـوم كلرايـد    3/0در مرحله بعد 
 8-6مـدت   هـا بـه   بنمونه ها اضافه شده و تيـو 

گراد نگهــداري درجــه ســانتي 4ســاعت در دمــاي 
بـا  كل به وسـيله سـانتريفيوژ    RNAشدند. سپس 

درجه سـانتيگراد   4در دماي  rpm 14000سرعت 
و و شستش% 70رسوب و با استفاده از الكل اتانول 

ــد. در  DEPC حــاوي آب lµ 200در  حــل گردي
شـده   كل استخراج RNAنهايت، كميت و كيفيت 

 Labomedبا استفاده از دسـتگاه اسـپكتروفتومتر (  
، 230) در طول موج هـاي  UVD3200 ،انگلستان

% 2/1نانومتر و الكتروفورز ژل آگارز  280و  260
 مورد بررسي قرار گرفت.

 
 RT-PCRو واكنش  cDNAسنتز 

اكنش نسخه برداري معكوس با استفاده از و
gµ 5  محلولRNA  كل تيمار شده با آنزيم

DNase )Fermentas آنزيم نسخه بردار ،(
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 RevertAidTMM-MuiVمعكوس 
)Fermentase و آغازگرهاي (Oligo dT 
)QIAGEN درجه سانتي گراد به  42) در دماي

مدت يك ساعت انجام شده و پس از آن، عمل 
) RTزي آنزيم نسخه بردار معكوس (غير فعال سا

دقيقه  10درجه سانتي گراد به مدت  70در دماي 
، LeACO1صورت گرفت. براي تكثير ژن 

 Mm حاوي µl50مخلوط واكنش در حجم نهايي 

dNTP Mix10 ،mM MgCl2 50 ،PCR buffer 
×10،U/µl Taq DNA polymerase 5  و محلول

ه پيكو مولار آغازگرهاي رفت و برگشت ب 20
. مورد استفاده قرار گرفتميكروليتر  1ميزان 

 -1جهت طراحي آغازگر مورد نياز از توالي آنزيم 
كربوكسيليك اسيد  -1-آمينو سيكلوپروپان

با  NCBIاكسيداز موجود در بانك اطلاعاتي 
 استفاده گرديد. X58273.1 شماره شناسايي

 TTA GGA '5(آغازگر رفت با توالي 

TCC ATG GAG AAC TTC CCA AT 3'(  و
 TAA GGA TCC '5آغازگر برگشت با توالي (

CTA AGC ACT TGC AAT TG 3' كه شامل (
در  BamHIسه نوكلئوتيد اضافي و جايگاه برشي 

 35در  PCRبودند سنتز شدند. واكنش  5'انتهاي 
سيكل چرخه دمايي انجام شد كه شرايط دمايي و 
زماني هر چرخه شامل: مرحله واسرشتگي در 

ثانيه،  45درجه سانتي گراد به مدت  94دماي 
درجه سانتي گراد به  60مرحله اتصال در دماي 

 70مدت يك دقيقه و مرحله تكثير در دماي 
 درجه سانتي گراد به مدت يك دقيقه بود.

 

كد كننده  cDNAهمسانه سازي و توالي يابي 
LeACO1 

از  PCRپس از خالص سازي محصول 
خراج اسيد روي ژل با استفاده از كيت است

) ژن مورد نظر و Fermentase، K0513نوكلئيك (
) توسط pUC19 )Fermentaseناقل پلاسميدي 
) هضم BamHI )Fermentaseآنزيم برشي 

گرديده و مجددا خالص سازي شدند. سپس 
 T4ليگاز  DNAواكنش اتصال با استفاده از آنزيم 

)Fermentase) انجام گرفت ( Russell, 2001& 
Sambrook .(هاي مستعد پس از تهيه سلولE. 

coli  سويهDH5α انتقال پلاسميد حاوي ژن با ،
استفاده از روش شوك حرارتي انجام گرفته 

)Cohen et al., 1972 و باكتري روي محيط (
حاوي آنتي بيوتيك آمپي  SOBكشت جامد 

 گزينشبه منظور انجام  LacZسيلين و پروتئين 
تعدادي  آبي كشت شدند. در مرحله بعد-سفيد

كلوني سفيد و آبي كم رنگ به عنوان كلوني هاي 
نوتركيب، انتخاب و مورد بررسي قرار گرفتند. در 
نهايت، استخراج پلاسميد هاي نوتركيب با 

انجام شده  SDSاستفاده از روش تحليل قليايي با 
)Birnboim & Doly, 1979هاي ) و كلوني

و هضم  PCRنوتركيب با استفاده از دو روش 
مورد  SacIو  BamHI ،EcoRIآنزيم  3با  زيميآن

پلاسميدهاي  توالي يابي بررسي قرار گرفتند.
نوتركيب با استفاده از آغازگر هاي اختصاصي ژن 

LeACO1  در دو جهت رفت و برگشت توسط
 Seqlab )Sequence Laboratoriesشركت 

Gottingenام شد.) آلمان انج 
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پس از انتخاب پروتئين هاي مورد نظر 
 Blastضمن استفاده از برنامه 

)
http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg

i همرديف سازي توالي ها با استفاده از برنامه ،(
ClustalW 

)http://www.clustalw.Genome.ad.Jp و (
Boxshade 

)http://www

.bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/boxsh

ade.htmlناليز فيلوژني آنزيم هت آ) انجام شد. ج
شامل سيب،  هاي خانواده دي اكسيژناز گياهي

از اطلاعات  ،آرابيدوپسيس، اطلسي، گوجه فرنگي
استفاده شد (جدول  NCBIثبت شده در سايت 

همچنين شماره دستيابي توالي هاي پروتئيني . )1
 ، مورد استفاده در بررسي هايNCBIموجود در 
در  ي چندگانه و روابط فيلوژنتيكيسازهمرديف 

  .نشان داده شده است 2جدول 

 

 .آنزيم هاي خانواده دي اكسيژناز گياهي -1جدول 
Table1: Enzymes of plant dioxygenase family. 

 )Accession number( دستيابيشماره  )Plant name( نام گياه

 Malus domestica( MxdFS )AAX89401(، MdF3H )BAB92997(، MdANS( سيب
)BAB92998( 

 Arabidopsis)( آرابيدوپسيس

thaliana 
AtFS )Q96330(، AtANS )Q96323(، AtF3H )Q9S818( 

 )Petunia x hybrid( PxhFS )CAA80264(، PxhF3H )O22530( اطلسي
 Lycopersicon(گوجه فرنگي 

esculentum( 
LeACO1  (HQ322499)، LeACO2 )CAA68538(، LeACO3 

)CAA90904 ،(LeACO4 )BAA34924 و (LeACO5 
)CAG29395.( 

 

 نتايج و بحث 

 هضم آنزيمي و توالي يابي

 3با  پلاسميد نوتركيب هضم آنزيمينتايج 
) A1در شكل ( SacIو  BamHI ،EcoRIآنزيم 

نشان داده شده است. از آنجا كه انتقال اين ژن به 
 BamHIبا استفاده از آنزيم  pUC19داخل 

رفت كه هضم ه بود، انتظار ميصورت گرفت
پلاسميد نوتركيب توسط اين آنزيم قطعاتي به 

را توليد كند. آنزيم  bp 2686و  bp 948طول 
SacI  يك ناحيه برش بر روي پلاسميد داشته و

 LeACO1فاقد ناحيه برشي بر روي قطعه ژن 
است، بنابراين انتظار مي رود كه با هضم پلاسميد 

 bpتنها يك قطعه با طول نوتركيب با اين آنزيم 
) جايگاه برشي B1تشكيل شود. در شكل ( 3634

آنزيم هاي به كار برده شده براي تائيد پلاسميد 
 نوتركيب نشان داده شده است.

http://www/
http://www/
http://www/
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توالي هاي پروتئيني مورد استفاده در بررسـي هـاي همرديـف سـازي چندگانـه و روابـط        -2جدول 

 فيلوژنتيكي.
Table 2: Protein sequences used in the multiple Alignment and phylogenetic 
relationships. 

 )Accession number( دستيابيشماره  )Plant name( نام گياه

 )Diospyros kaki( )Q8S932.1خرمالو (
 )erythrorhizon Lithospermum( )ACX71872.1سنگ دانه صحرايي (
 )Lactuca sativa( )BAH15311.1(كاهو 

)، Q08507.1 ،(PxhACO3 )Q08508.1( Petunia x hybrida PxhACO1)سي (اطل
)، Lycopersicon esculentum( LeACO2 )P07920.1 ،(LeACO3 )P24157.1گوجه فرنگي (  

 )chinense Capsicum( )BAG30908.1فلفل (  
 )glutinosa Nicotiana ،tabacum Nicotian( )Q43792.1) ،(AAB71421.1تنباكو (

 )tuberosum Solanum ( )AAK68075.1سيب زميني (
 )Lactuca sativa( )BAH15311.1كاهو (
 )Pyrus pyrifolia( )BAD61000.1گلابي (

 )Malus x domestica( )BAC53656.1سيب (
 )persica  Prunus( )AAF36483.1هلو (
 )lunatus Phaseolus( )BAB83762.1لوبيا (

 )Hevea brasiliensis( )AAP41850.1هويا (
 )canadensis Populus x( )BAA94601.1صنوبر (

 )Pelargonium x hortorum( )AAC48977شمعداني (

 )hirsutum Gossypium( )AAZ83342.1پنبه (

 )Carica papaya( )AAF64528.1پاپايا (

 )pendula Betula( )CAA71738.1توس (غان) (

 )Trifolium repens( )AAD28196.2( شبدر

 )sativa Medicago( )ABF61805.1يونجه (

 )radiate Vigna( )CAJ56065.1ماش (

 )carica Ficus( )BAG06705.1انجير (
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/584711?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=2W48590Y013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/584712?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=2W48590Y013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/169211?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=2W48590Y013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119639?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=2W48590Y013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119181?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=2W48590Y013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119639?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=2W48590Y013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14573461?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=2W48590Y013
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 XbaIو  SacIهمچنين دو جايگاه برشي 

جهت جداسازي و انتقال اين ژن به داخل 
pBI121 .براي تعيين جهت ژن استفاده مي شوند 

LeACO1  در داخل پلاسميد، از آنزيمEcoRI 
 bpاستفاده شد. اين آنزيم پلاسميد را در ناحيه 

برش مي دهد  bp 119و ژن را در ناحيه  396
) بنابراين انتظار مي رود در صورتي كه C1(شكل 

قرار  LacZژن درون پلاسميد، در خلاف جهت 
 bpو  bp 140گرفته باشد، دو قطعه به اندازه هاي 

تشكيل شود و در صورت موافق بودن  3494
 bpو  bp 850، دو باند به طول LacZجهت آن با 

مشاهده گردد. با هضم توسط آنزيم  2784
EcoRI  دو باند به طولbp 140  وbp 3494 

روي ژل آگارز ديده شد كه گوياي آنتي سنس 
بودن قطعه ژن در پلاسميد نوتركيب است. 

ان داد كه نش DNAهمچنين نتايج توالي يابي 
 LacZقطعه همسانه سازي شده در خلاف جهت 

قرار گرفته است كه با نتايج هضم آنزيمي مطابقت 
 cDNA). چارچوب باز خواندني 2دارد (شكل 

ثبت شده در پايگاه توالي  LeACO1كد كننده 
با شماره دستيابي  GeneBankنوكلئوتيدي 

HQ322499 باز بوده است. 948، به طول 
 

اسيد آمينه اي و موتيف هاي بررسي توالي 

 LeACO1ساختاري پروتئين 
ترسيم درخت فيلوژنتيكي براي چهار 

 FS )flavonol synthases ،(ANSپروتئين 
)anthocyanidin synthases ،(F3H 

)flavonone 3-hydroxylases و (ACO  در
گوجه فرنگي و تعدادي از گياهان با استفاده از 

رسم شد  1F1همسايه الگوريتم الحاق به نزديكترين
از نظر تكاملي  ACOو نشان داد كه پروتئين هاي 

از ساير اعضاي خانواده دي اكسيژنازها متمايز 
). شناسايي Hudgins et al., 2006هستند (

با  LeACO1اكسيدو ردوكتازهاي همولوگ با ژن 
 GenTHREADERاستفاده از برنامه 

)http://www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred( 
نشان داد كه همه پروتئين هاي اين بانك 

% را با 30اطلاعاتي، تشابه توالي كمتر از 
LeACO1  دارند. بنابراين پروتئين هاي آنتوسيانين

سينتاز كه بيشترين  Nسينتاز و ايزو پني سيلين 
داشتند، تشابه توالي پروتئيني را با ژن مورد نظر 

مورد انتخاب واقع شدند. لازم به ذكر است كه 
) و ANS،PDB code 1gp6آنتوسيانين سينتاز (

 IPNS، 1odm PDBسينتاز ( Nايزوپني سيلين 

code را 8/17% و 3/27) به ترتيب تشابه توالي %
نشان دادند. اين دو پروتئين عضوي از خانواده 

) هستند كه براي Hemپروتئين هاي غير هم (
و سوبستراي همراه نياز  +Fe2فعاليت خود به 

كه داراي سوبستراي  IPNSو  ACOدارند. به جز 
همراه آسكوربات هستند، ساير اعضاي اين 
خانواده از آلفا كتو گلوتارات استفاده مي كنند، 

) His-X-Asp-X-Hisموتيف هاي متصل به آهن (
و اسيدهاي آمينه متصل به هيدروژن سوبستراي 

) در تمام اعضاي اين خانواده Arg-X-Serهمراه (
 ). 3حضور دارند (شكل 

                                                                 
1 neighbor joining algorithm 

http://www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred
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 Kb1 نشـانگر مولكـولي    -M: الكتروفورز ژل آگاروز كلوني هاي نوتركيب با اسـتفاده از هضـم آنزيمـي.    A -1لشك

)Fermentas ،(1- DNA  ،2پلاسميدي شاهد هضم نشده- DNA    پلاسميدي شاهد هضم شـده بوسـيلهBamHI ،

. بـه  EcoRIو  BamHI ،SacIپلاسميد نوتركيب هضم شـده بوسـيله    -6و  5، 4پلاسميد نوتركيب هضم نشده،  -3

(از دو  XbaIو  BamHI ،SacIو جايگاه برشي آنزيم هاي  pUC19-LeACO1: نقشه پلاسميد نوتركيب Bترتيب. 

: نقشـه تعيـين جهـت ژن    Cاسـتفاده مـي شـود).     pBI121جهت انتقال اين ژن به ناقل دوتايي  XbaIو  SacIآنزيم 

ACO1  داخل پلاسميدpUC19  به وسيله آنزيمEcoRI. 
Figure 1- A: Agarose gel electrophoresis of recombinant vectors using enzymatic digestion, M: 1 
Kb molecular marker (Fermentase), 1: Non-digested control DNA plasmid, 2: Digested control 
DNA plasmid by BamHI, 3: Non-digested recombinant plasmid, 4, 5, and 6: Digested 
recombinant plasmid by BamHI, SacI, and EcoRI, respectively. B: Recombinant plasmid mape 
of pUC19-LeACO1and restriction sites of BamHI, SacI, and XbaI (Both restriction enzymes of 
SacI and XbaI are used to transfer forementioned gene into binary vector of pBI121). C: 
Restriction mape to illustrate direction of cloned ACO1 gene into the pUC19 vector plasmid 
using EcoRI. 



 )1394 پاييز، 3، شماره 7مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

64 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 ـ  -2شكل  در جهـت   LeACO1. موقيـت ژن كلـون شـده    pUC19-LeACO1ب ساختار ناقـل نوتركي

) نشان داده شده است. ناحيه رونوشـت بـرداري   MCSمعكوس روي جايگاه چند گانه همسانه سازي (

)pMB1 ژن هاي ،(LacZ ) و مقاومت به آمپي سيلينApR   و جايگاه چند گانه براي همسـانه سـازي ،(

 روي نقشه ناقل نوتركيب نشان داده شده اند.
Figure 2- Structure of recombinant vector pUC19-LeACO1. Location of cloned LeACO1 
are exhibited in the reverse direction on the multiple cloning sites (MCS). Transcription 
region (pMB1), LacZ and recombinant sites (ApR), and multiple regions for replication 
have been shown on the map of recombinant vector plasmid.  

 
موتيف هاي ساختاري و مناطق  4شكل 

 LeACO1 ،ANSحفاظت شده پروتئين هاي 
)1gp6 PDB و (IPNS )1odm PDB را پس از (

-همرديف سازي و ترتيب توالي آن ها نشان مي

دهد. بررسي توالي دي اكسيژنازها نمايانگر اين 
%، 32ايي با تشابه توالي كمتر از است كه آنزيم ه

 ,Prescott & Johnعملكردهاي مختلفي دارند (

1996 .( 
جداسازي ژن كد كننده دي اكسيژنازي كه در 
مراحل ابتدايي تشكيل ريشه هاي نا به جا در ميوه 

) و همرديف ARRO-1سيب بيان مي شود (

سازي اين ژن با ساير دي اكسيژنازها نشان مي 
گياه رمكس  ACOه با % تشاب31دهد كه 

)Y10034 تشابه توالي با 30) و %G3H 
)gibberellin 3β-hydroxylase آرابيدوپسيس (
)L37126 دارد و بنابراين بر اساس نتايج قبلي (

اين ژن دي اكسيژناز جديدي را كد مي كند و 
علي رغم تفاوت عملكرد اين دي اكسيژنازها، در 

آهن و توالي همه آن ها موتيف هاي اتصال به 
سوبسترا به صورت كاملا حفاظت شده مي باشد 

)Butler & Gallagher, 1999 .( 
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مطالعات موتاژني و كريستالوگرافي ساختار 
ACO ) اطلسيPxhACO1 و (ACO  سيب

)MDACO1) و دو پروتئين همولوگ آن (ANS 
-His-X-Asp)، به حضور موتيف هاي (IPNSو 

X-His) و (Arg-X-Serشاره ) در اين توالي ها ا
دارد و دو اسيد آمينه هيستيدين و آسپارتات را به 

 Zhang etمعرفي مي كند ( +Fe2عنوان ليگاندهاي 

al., 1997; Zhang et al., 2004; Seo et al., 
2004.( 

 

ــوژنتيكي ژن    ــوژي و فيل ــاي همول ــي ه بررس
LeACO1 

رابطه تكاملي تعدادي از توالي هاي 
ت را با پروتئيني منابع مختلف كه بيشترين شباه

نشان  6و  5داشتند، در شكل  LeACO1توالي 
داده شده است. بررسي ترتيب توالي پروتئيني ژن 

LeACO1 با ساير توالي هاي پروتئيني نشان مي-

دهد كه اين ژن بيشترين تشابه را با گياهان سيب 
زميني، اطلسي، فلفل و تنباكو به ترتيب به ميزان 

به را با % و كمترين تشا90% و %91، %93، 98
 % دارد. 70گياهان ماش و صنوبر به ميزان 

 Bو  Aدرخت فيلوژني به دو گروه اصلي 
و  2، 1تقسيم گرديد به گونه اي كه ايزوفرم هاي 

كه تشابه بيشتري را در توالي با  ACOژن  3
و ايزوفرم  Aيكديگر نشان دادند، در گروه اصلي 

 3و  1قرار گرفت. ايزوفرم هاي  Bدر گروه  4
سيب زميني و تنباكو  ACOفرنگي با ژن  گوجه

كه اعضاي خانواده سولاناسه هستند در يك گروه 
اين ژن در  1گوجه فرنگي با ايزوفرم  2و ايزوفرم 

 اطلسي در گروه ديگري قرار گرفته اند. 

گوجه فرنگي كه تشابه توالي  4ايزوفرم 
پروتئيني كمتري با ساير ايزوفرم ها در گوجه 

وفرم هاي ديگر اين ژن در فرنگي داشت با ايز
گياهان ديگري چون هويا، صنوبر و شمعداني در 

 يك گروه قرار گرفت. 
در گياه اطلسي  ACOبررسي فيلوژني آنزيم 

نشان مي دهد كه پروتئين كد شده توسط ايزوفرم 
% تشابه توالي دارند و 90بيش از  4و  3، 1هاي 

% تشابه توالي 70ساير گياهان بيش از  ACOبا 
تشابه توالي  ACOهاي مي دهند، پروتئين نشان

قابل توجه اي با آنزيم هايي دارند كه براي 
فعاليت كاتاليزوري خود از آسكوربات و يون 

 ). Tang et al., 1993( آهن استفاده مي كنند
و بررسي  ST-ACO3ژن  cDNAجداسازي 

روابط فيلوژني اين ژن نشان مي دهد كه بيشترين 
آرابيدوپسيس و  ACO تشابه توالي را با ژن

برنج، خربزه، كيوي و  ACOكمترين تشابه را با 
 ). Zanetti et al., 2002اطلسي دارد (

% 70بيش از  ST-ACOايزوفرم يك و دو 
تشابه توالي با يكديگر داشته و ايزوفرم سه با دو 

% تشابه دارد و لذا مبين آن 42ايزوفرم قبلي تنها 
ز اين يك عضو منشعب ا 3است كه ايزوفرم 

 خانواده ژني مي باشد.
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اي دي اكسيژناز گياهي براي نشان دادن زير گروه و كلاس م هآناليز فيلوژني تعدادي از آنزي -3شكل 

 آورده شده است. 2و  1ه دستيابي ژن ها در جداول شمارهاي ژن هم خانواده. 
Figure 3- The phylogenetic tree analysis for number of plant dioxygenases to 
demonstrate the subgroup and subclass of the homogene families. Accession numbers 
have been given in Tables 1 and 2. 
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و  LeACO1 ،ANSهمرديف سازي پروتئين و تجزيه توالي سـه آنـزيم اكسـيدو ردوكتـاز (     -4شكل 

IPNS  اسيدهاي آمينه يكسان و مشابه به ترتيب با رنگ سياه و خاكستري نشان داده شده اند. علامـت .(

با بيضـي   +Fe2به * نشان دهنده اسيدهاي آمينه حفاظت شده در توالي ها مي باشد. موتيف هاي متصل 

 ) نمايش داده شده است. ---) و موتيف متصل به سوبستراي همراه با بيضي غير ممتد (—ممتد (
Figure 4- Protein alignment and sequence analysis of three oxidoreductases (LeACO1, 
ANS and IPNS). Unique and similar deduced amino acids are illustrated by black and 
gray colors, respectively. Protected amino acid residues are shown by * symbol in the 
sequence structure. Conjugated motifs to Fe2+ and associated substrate are exhibited by 
extended (–) and non-extended (---) ovals, respectively.  
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درصد با  90هايي كه بيش از با ساير ايزوفرم LeACO1سازي چندگانه پروتئيني ژن همرديف -5شكل 

ACO1  گوجه فرنگي تشابه دارند. ستاره هاي رنگي اسيدهاي آمينه اي كه در اتصال سوبسترا و يون

 آورده شده است.  2ل آهن نقش دارند را نشان مي دهد. شماره هاي دستيابي اسيدهاي آمينه در جدو
Figure 5- Multiple protein sequence alignment of LeACO1 gene with other isoforms that 
illustrated more than %90 similarities with tomato ACO1 gene. Color stars are exhibited 
amino acid residues involving to bind relevant substrate with hem ion. Amino acid 
accession numbers have been given in Table 2. 
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. ژن همسانه سازي شده ClustalWدرخت فيلوژنتيكي رسم شده با استفاده از نرم افزار  -6شكل 

LeACO1 ن همسانه سازي با بيضي نشان داده شده است. اعداد (به درصد)، تشابه توالي پروتئيني ژ

 2شده با توالي پروتئيني ساير گياهان را نشان مي دهد. شماره هاي دستيابي اسيدهاي آمينه در جدول 

 درج شده است.
Figure 6. Drown phylogenetic tree employing ClustalW software. Cloned LeACO1gene 
are shown with circular. Percentage numbers are shown the protein sequence similarity 
of coned gene with those of other plants. Amino acid accession numbers have been given 
in Table 2.  
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در مجموع اين بررسي، علاوه بر همسانه 
اطلاعات مولكولي پايه و ، LeACO1سازي ژن 

مفيدي براي تحقيقات بعدي در اختيار قرار مي 
دهد. به نظر مي رسد كه در مطالعات تكميلي، 

بررسي  سازي،همسانه تحقيقاتي نظير شناسايي،
در گياهان  تيكيو نيز فعاليت كاتالي ساختار ژن

خانواده سولاناسه، ساير ارقام گوجه فرنگي و 
همچنين گياهان كليماكتريك، ايزوفرم هاي ديگر 

اين ژن ميتوانند اطلاعات بيشتري در اختيار 
محققين قرار دهد. همچنين همسانه سازي اين ژن 
در جهت آنتي سنس و معرفي آن به داخل ژنوم 

يدن ميوه گياه گوجه فرنگي مي تواند سرعت رس
اين گياه را كنُد نمايد. در صورت همولوژي بالاي 
ژن ايزوفرم، ميتوان براي ساير گياهان از همين 

 شيوه استفاده نمود.
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Abstract 
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase (ACO) enzyme is a member of the Fe 

(II-dependent family of oxidases/ oxygenases) and for activity requires Fe2+ as cofactors and 
ascorbate as a co-substrate. This enzyme is the only oxidoreductase in the ethylene 
biosynthesis pathway and catalysis the biosynthesis terminal step. In the present study, total 
RNA was extracted from tomato fruit (cv, Memory I), and then, coding cDNA of the LeACO1 
gene was synthesized by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The PCR 
product was cloned into a pUC19 plasmid, and then, their biochemical, structural and 
phylogenetic characteristics were analyzed. LeACO1 amino acid sequence studies in tomato 
and other plant of such family were indicated that His177, His234 and Asp179 amino acids 
are formed a triangle catalytically site to play a role in binding Fe2+ cofactor. Phylogenetic 
and multiple alignment analysis were illustrated a high degree of identity to those of the 
ACO1 gene from other plants. 
Key Words: Active site, ACO1, Cloning, Oxidoreductase, Tomato. 
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