
  

  

ك ي يو ساختار ييايميكوشيزيف يهايژگيو يو بررس سازيهمسانه

از بافت حبه انگور  Iرگروه ي، متعلق به زhتيوردوكسين نوع  ژن

(Vitis vinifera L.) يرقم عسكر  
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تمام  هستند كه در فراوانيهاي كوچك و سولفيد ردوكتاز، دي)Trxs(ها تيوردوكسين

يافت شده و در تنظيم ردوكس سلولي هاي عالي تا يوكاريوت هاموجودات زنده از پروكاريوت

، fنوع تيوردوكسين مختلف  6اراي در مقايسه با ساير موجودات زنده، گياهان د. دخالت دارند

h ،m ،o ،x  وy تنها تيوردوكسين نوع  باشند كهميh  با اشكال متعدد، بطور وسيع مورد مطالعه قرار

در فرآيندهاي مختلفي از جمله محافظت سلولي در برابر تنش اكسيداتيو ايفاي نقش  گرفته و

 .Vitis vinifera L. cv( به انگور عسكرياز بافت ح hژن تيوردوكسين نوع سازي همسانه. نمايدمي

Askari( برداري معكوس مراز نسخهاي پليبا استفاده از تكنيك واكنش زنجيره)RT-PCR (انجام 

توالي . هاي فيزيكوشيميايي، ساختاري و فيلوژنتيكي آن مورد بررسي قرار گرفتويژگي ه وشد

بوده و يك  bp345 ، به طول VvTrx h4نوكلئوتيدي چارچوب باز خواني اين ژن، تحت عنوان 

وزن . باشدمي WCGPCجايگاه فعال معمول اسيدآمينه را رمز نموده و داراي  114پروتئين با 

بيني شده اين پروتئين به ترتيب برابر مولكولي تخمين زده شده و نقطه آيزوالكتريك پيش

استفاده از ساختار كريستالي بعدي آن با بيني ساختار سهبوده و پيش 22/5كيلودالتون و  76/12

هاي بررسي شده از آرابيدوپسيس نشان داد كه اين پروتئين با ساير تيوردوكسين AtTrx h1ژن 

را  Thioredoxin Foldبعدي از نوع ، ساختار سهαمارپيچ  4و  βصفحه  5مطابقت داشته و با داشتن 

ساير  hهاي نوع تيوردوكسينتوالي پروتئيني بدست آمده شباهت زيادي را با . دهدنشان مي

از جنس مركبات  Shiranuhiو رقم ) Pth3تشابه با تيوردوكسين  درصد 89(گياهان، از قبيل صنوبر 

هاي هاي فيلوژنتيكي با استفاده از ژنبررسينشان داده و ) Cshمشابه با تيوردوكسين  درصد 86(

بوده و متعلق به  hدوكسين نوع ، تيورVvTrx h4تيوردوكسين از گياهان ديگر نشان داد كه ژن 

  .باشدمي Iاز زيرگروه  IAزيركلاس 

  

 

  

  

  ژنتيك نوين

  1390 تابستان، 2 ، شمارهششمدوره 

  105- 120 صفحه

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي فعال كننده تكثير گيرنده

 ،انگور
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1
 Ferredoxin thioredoxin reductase 

2
 Signal peptide 

3
 NADPH thioredoxin reductase 
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4
 Glutathione/glutaredoxin system 

5
 Nuclear magnetic resonance 

6
 Thioredoxin fold 
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� �#�� �� ��$ �7 ���8

	 ,'
��:
;� ��J ?&' �W> �� .! � "�+ �
&�E�� /�A�> 
�
� -

 h�l;$ ����7 (RT) 

$� ��4C ���
� �#�� ��$ �7 ���81C 

,��8 %
c�� �=�X� . :�l��$ :�� ��+� Y�	�	 ���7cDNA  ��0
�

 :�l��$ ��� �� � "�+DNA^RNA  �N�� W���' �7 <���� ��

RT-PCR ����8 "�
���� . <���� RT-PCR WZ ��\l	 ��*�$ �7 

VvTrx h4A�> �� "�
���� 
7� /Pfu )Fermentas (�8�
J> � 

�

����	�6-����N��
 K��S� ���	 h
�� �7 "�+�  ��
*	� ���


Y���7 ���)EST: CB348011 (
�
�+��  �$
��7 
7 "�+

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov (BLAST  �+ %
c��)Goes da 

Silva "�Q� �Q��$ �W��
P&� � .(
��8�
J>
 d
r�0�� ���	 
7�-


�
 3'-ATGGCGGAAGAGGGACAAGGATCCTAC-5' 

)���	 
7 U7
u$ �,�� �8�
J>� ���$>�����
 MAEEGQ (�  
 3'-TCAAGCAGTTGCATGCTTCTCGGATCCATC-5' 
)���	 
7 U7
u$ �,Q8�7 �8�
J>� ���$>�����
 TEKHATA ( ��

	�6-��� �� ?$
+��
O� ��  �+�7 /�A�> ��
�
�+ "
N�
# �

BamHI  

_��� ��′F  ����7)Goes da Silva  �Q��$ �W��
P&� �

"�Q�( ,��+ b��	 �� �Metabion ���+ A��� W
&�> . ��-E$


_� /cK �� <������ µl FC �
K
 )]/] pH (mM Tris-HCl 

BC �mM (NH4)2SO4 1C �mM KCl 1C �mM MgSO4 B� Triton 

X-100 1/C �d�� �mg/ml BSA 1/C �µM FCC  �� ��dNTP �

pM FC  �8�
J> �� ��),Q8�7 � ,��( �ng 1CC DNA  � �N��

BF/1 A�> �� �K��� /Pfu DNA polymerase  ���X "�
���� ���$

,��8 . <����RT-PCR  �� "�
���� 
7�
��$�	 "
N��� 9� �-P

�$
��7 ?7
X��A
 )Techne-TC512 �W
��-N�� ( ��3F  �0��


$��� ?$
+ �0�� �� ��
$� � ��
$� b���+ �� �+ %
c�� : �-K�$

 

$� �� �N�+����MD ���
� �#�� ��$ �7 ���83C  ����
m

 

$� �� :
r	� �-K�$F] ���
� �#�� � �=�X� �� ��$ �7 ���8

 

$� �� ��\l	 �-K�$4B ���
� �#�� �=�X� �� ��$ �7 ���8

��7 . ����&� 

$� �� ����� �N�+���� �-K�$MD ���
� �#�� -

 ��$ �7 ���83  

$� �� ��
_� ��\l	 �-K�$ � �=�X�4B  �#��

���
� ��$ �7 ���81C ,��8 %
c�� �=�X�.  

����	 � 
�
� ��
�&� �7
�DNA 

�� .! o�
0 :�rG$ 
�
�RT-PCR  �� �*� ���$ "����� 
7

 ���� {��E��� ,�� �� "�
���� 
7 :Z 
�� ��6-���)GF-1 PCR 

Clean Up Kit-Vivantis( � 
��&�I! ?X
� � �*� ���$ WZ

pUC19 )Fermentas ( /�A�> b��	+�7� BamHI )Fermentas (

����8 /f�" � �̀��c$ ��7� �- �� ��6-��� ���� {��E��� ,��

����
��� W> W��� /f� <���� ���"�+ %
c�� 
� o�
0 
�
�

�+�� ..w� :
r	� <���� &�I!� �7 �DNA �*� ���$ WZ  
7

 /�A�> �� "�
����DNA �
N�� T4 )Fermentas (���8 %
c��� )FB( 

�7 �	���K ��+ n�� �7 :
r	� :�-G$ � :�-��;��$ 

� 

�+��Q�-�
� )Escherichia coli( ��� �DH5α�  :
=��� �+ "���

)1B .(�;7 �-K�$ �� 
���
7 �$
# ,Q� b�G$ 
�� 
�SOB 

���> 
�
K�w$> ��	��7��-�� �X-gal  �IPTG  %
c�� ��*�$ �7

���� W�$�>^  �� .! � "�+ "��� ,Q� �7>12 	 ,'
�� �� �
&


$�
 34 ��
� �#�������8 ���-� W���' �7 ���� ���-� 
���;	-

����7 ���$ � |
E��� �Y���	�� 

� U�X��	 �����8 ���X.  ��

 �,�
_���&�I! {��E���Y���	�� 

�  
7� �� "�
���?�-G	 n�� 

�-X
 ��
7 SDS  ����8 %
c��)� (-� ���� "�
���� 
7 Y���	�� 

�

 9��P	 �� ��PCR �����8 ���X ����7 ���$ �&�A�> /f� �.  %�a

8���X ,_# �� ,�� ��j �7��
 ��
�&� WZ ?X
� 
�� "�+ 
�
�

 
��&�I!pUC19 +�7 /�A�> 
7 �&�A�> /f� �� "�
���� 
7� 

HinfI )Fermentas( ,��8 %
c�� .����	 �7
�DNA  ��&�I!

 �� .! Y���	��PCR "�� 

��8�
J> �� "�
���� 
7���
7 ������ Z
��

T7  ,��+ b��	 ,Q8�7 � ,�� ,_# �� ��Seqlab	  �W
&�>

�+ %
c��.  
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���� �	
��/ �
�����/�
����/��
���� ����  ��!  

 

����	 ����7  

��8i�
�
 ��A�+�P�&�
�� 6	��!� �� "�
���� 
7 "�$> ,��7 �

�$
��7
�
 ProtParam �PSORT �ProtScale  �TMHMM  �


��
�0
�
 6	��! %�� � %����� �7 ���$
��7 �-
�
 PSIpred �

Swiss-MODEL  �Swiss PDB-viewer )��9�
��� 
&��
	 ��
 

ExPASY :http://www.expasy.ch/tools/ (;	����8 ����� .

���	� ���$>�����
  ��*�$ �7 "�$> ,�� �7�6	��! ���
��
�
 

9�
7 �� �7
Q$
�
 	
'IS��  �$
��7 �� "�
���� 
7pBLAST  ��

-$ A��$� 7 �
'IS��Z����P	�
 �$>� 
P)NCBI ( �c��# ���$

���;	 � ����8 ���X
 ���	� 6	��!��� 7 �� [-�E$ z7
�$ �����Q� �

���	 
7 �� ,�
e+� ��7 � |
E��� ����+�� �*� ���$
 ��&��[ -

�
�
 "�
���� ���$ ��
8���  �����8 ���X) :��#1 .(��&�� �

���7� ����Z�-�P� 	 [-�E$ V���� �� "�
���� 
7���������
�
 

7��>��!���	 � �7��d �.���������
�
  V��h 8� [-�E$ W
�


;	 ��*�$ �7��� �V�� ��� � "��8����
�&� WZ hI���
�
  "�+

��7��- %�� ��A��ClustalW )http://ClustalW.genome.ad.jp (

�+ %
c�� .���	�
�
 6	��!��� 8 �����7 �� [-�E$ W
�

 _	� �

��&��[�
�
 ,0�� ,0
� � ��
8���
�
 ����Z�-�P�  ���$

��� "�
&+ "��&� �7 �����8 ���X "�
�����7
�  :��# �� ze�$ �)B (

"�+ ��j���.  
  

  

  

  

  

 :��#1^ $� W�A��
�P� ���	 ,�
e+ �� 6	��!��� VvTrx h4 ?PQ&� 
7
�
 
� � ��N������	 ��
�
 6	��!��� _	 �� "�
���� ���$� �

��&��[�
�
 8 �� ��
8����[-�E$ W
�
 6	��! vu� ��� � �DNA.  

نام   جنس و گونه  اهينام گ  فيرد
 ياختصاص

 ژن

  نيپروتئ
DNA  

درصد  يابيشماره دست
  يكساني

درصد 
  تشابه

 Vitis vinifera Vvh1 انگور  1
Vvh2 
Vvh3 
Vvh5 
Vvh6 
Vvh10 

VvCxxS1 
VvCxxS2 

68 
98  
96  
51  
45  
76  
42  
43 

80  
99  
99  
71  
73  
81  
61  
61  

77  
99  
99  
65  
62  
91  
64  
65  

HM370524 
HM370525 
HM370526 
CF513794 
CB004453 
HM622264 
EU280164 
HM370528  

 Homo sapiens H.sapiens انسان  2

50 70  61  J04026  

 Oryza sativa Osh1 55 72  64  D26547 برنج  3

 Nicotiana spp. Nth1 تنباكو  4
Nth2 
Nbh1 

71 
68  
72 

85  
83  
85  

77  
75  
77  

X58527 
Z11803 

GQ354821  

 Glycine max Gmh1 67 86  75  EU144127 ايسو  5

 Populus trichocarpa Pth3 72 89 78 BU822062 صنوبر  6

 Ricinus comunis Rch1 كرچك  7
Rch2 

72 
70 

85  
85 

77  
78 

XM_002534085 
XM_002510410 

 Prunus persica Pph 73 84 75 AF323593 يگلاب  8
 Medicago sativa Msh ونجهي  9

72 85  80  DQ122787  

رقم   10
Shiranuhi 
از جنس 
 مركبات

Citrus cv. Shiranuhi Csh 

73 86  78  EF122401  
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��� ���� �	
��/ �
�����/�
����/��
���� ����  

 

  

 :��#B^ ���	�
�
 6	��!��� ��7 "�
���� ���$
 ,0�� ,0
�
�
 ����Z�-�P� .���	�
�
 6	��!��� 8 ��� "�
&+ "��&� �7 [-�E$ W
�


����7
�  �� ze�$ �
!����	 "
N� 	�6-�����
 NCBI GenBank ���$> ,��7.  

يابيشماره دست ژن ينام اختصاص   
نوع 

نيوردوكسيت  
اهينام گ جنس و گونه فيرد   

Z14084 
Z35474 
Z35473 
Z35476 
Z35475 

BT003140 
BT003670 
BT011728 
AF144390 
BT003671 

NM_115500 
BT025773 
AF396650 
AY096721 
AY059086 

O48737 
AY079362 
BT025735 
AK227059 
BT000355 
BT010965 
BT014871 

Ath1 
Ath3 
Ath4 
Ath5 
Ath2 
Ath7 
Ath8 
Ath9 

AtCxxS1 
AtCxxS2 
AtCxxC2 

Ato1 
Ato2 
Atf1 
Atf2 
Atm1 
Atm2 
Atm3 
Atm4 
Atx 
Aty1 
Aty2 

hI 
 
 
 

hII 
 
 

hIII 
 
 
 

o 
 
f 
 

m 
 
 
 

x 
y 
 

Arabidopsis thaliana سيدوپسيآراب  1 
 

CD038084 Ahh hI Arachnis hypogaea ينيبادام زم  2 
Q9FRT3 Osh2 hI Oryza sativa 3 برنج 
BI699372 Gmh2 hI Glycine max ايسو  4 

BM111010 Sth hI Solanum tuberosum ينيزمبيس  5 
AY344230 Ibh1 hI Ipomoea batatas نيريشينيزمبيس  6 
AY245454 
AY245455 

Hvh1 
Hvh2 

hI 
 

Hordeum vulgare 7 جو 

AW255457 Mph hI Mentha piperita واشخال  8 
AF483625 
BU822062 
AF483266 
BU869308 
BU835000 
CA823821 
BU874060 

XM_002326599 
XM_002325871 
XM_002337401 
XM_002310030 
XM_002306666 
XM_002302134 

Pth1 
Pth3 
Pth2 
Pth5 
Pth4 

PtCxxS1 
PtCxxS3 

Pto 
Ptf 
Ptm 
Ptx 
Pty1 
Pty2 

hI 
 

hII 
 

hIII 
 
 

o 
f 
m 
x 
y 
 

Populus trichocarpa 9 صنوبر 

U59379 
U59380 

Bnh1 
Bnh2 

hI Brassica napus 10 كلزا 

AY271308 Cph hI Citrus paradisi پ فروتيگر  11 
AY072771 
AF286593 
AF420472 

Tah1 
Tah2 
Tah3 

hI Triticum aestivum 12 گندم 

AY496104 Cah hI Capsicum annuum 13 فلفل قرمز 
AY170650 
AJ310990 

Psh1 
Psh2 

hI Pisum sativum ينخود فرنگ  14 

CB377001 Hbh hI Hevea brasiliensis  15 
BJ561302 Inh hI Ipomoea nil  16 
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���� �	
��/ �
�����/�
����/��
���� ����  ���  

 

  

  

  

��
�&� �
�
���#���$>���� ����	 ����7 � 
�
� 
��8i�� �-

 ��6	��! ����	 ��
�&�+�P�A�� 

�"�$> ,��7 

cDNA  "���� A$� VvTrx h4�P	 �� "�
���� 
7� 9RT-PCR  ��

�P�' ��N�� �eK ,�
7
�
���# �
 &�I! ?X
� �� ���
 

pUC19 ��
�&��
�
 
�� � "�+�����	 p �7
�DNA  �� ��� W
Q�


# 
�� W> 
��8���X ,�;X�$���
�&� ��
8��� "
N�
�
�
  ?X
�

�$ ���&;$ ,_# �� /f� b��	 "�$> ,��7 p�
�� 
7 �� �+
7

 �+�7 /�A�> 
7 �&�A�>HinfI  ,+�� ,=7
u$) ?P+1 .(  
                                                           

10
 Multiple cloning site 

  

                         
  

  

                                         
  

 ?P+t^ ��	�� ?X
� �
�0
�� YpUC19-VvTrx h4  � ��
8> :Z �������P��F/1 ;	 ��*�$ �7 �d������
�&� WZ ,_# ��
�
  
7 "�+

A�> /f� �� "�
�����&� A�> 
7�+�7 /� HinfI .[�� (��	�� ?X
�� Y�
K
  WZVvTrx h4 ��&;$ ,_# ��� ��
 
#���7 ��
8��� "
N
 

��
�&��
�
 )MCS ($��+
7 .��&�����	 �� ,+���� :�6�$����7
 ��	�� ?X
�� Y)pMB1(WZ �
�
 lacZ w$> �7 ,$�
=$ ����-� �

)ApR (
# �� "
N��7 ��
8���
 ��
�&��
�
 ��
 ��	�� ?X
��"�+ "��� W
Q� Y��� .| (��� �cA�> /f��&� $ W
Q����
�&� �� ����
�
 

��&;$ ,_# ��� ��	 �7 �c�$� ��  .P' ,_# �� � "�+ ��
7� ��	 ��
7�$ ����� .M (��P��$ �N�
Q�� Kb 1 �1 (&�I!�J ����	���� Y

 �"�Q� /f�B (&�I!�J ����	���� 
7 "�+ /f� YHinfI �3 (&�I!���	�� ���
K Y
  ����&;$ ,_# �� WZD (&�I!���	�� ���
K Y
  WZ

.l' ,_# ��.  

  

bp 
2500 

2000 

1500 

1000 

500 

250 

4         3           2         1           M 

750 

1668 bp

517 bp

396 bp

214 bp

1445 bp

517 bp

396 bp

277 bp

214 bp

 ب

 ا��

��� � ����	  
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��/ �
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 ?P+}^ ���	� 	�6-�����
6	��! ���� o0
+ �
�
 Hydropathic  �TMHMM  WZVvTrx h4 .[�� (���	� 	�6-�����
 6	��! ���� .

���
��
 $>�7> ��� 	�$ "���� W
Q� y���[
�
 �
�0
�
 8����� �:�-� �7 :�-� :
=��� �� ��
��
 $>����	 "���� W
Q� y�� A$�X ��� 


#��� � :
;� "
N�$>��c��
� ��� �� ?$
+ y���$>���	 ���� W
���w�$ "i���+
7 .��&��W��� �
�
 
! � �
J>������0 �
7 |���
� W
�  �7

	�	�y�� 
7 Y
�
 "�_X � Ae��
 "�+ "��� W
Q���� .| (���7� <E7
�
 ��-� W���� ��-� W��7 �� 6	��!� �VvTrx h4  �� "�
���� 
7

 o0
+TMHMM .6	��!� �VvTrx h4 <E7 ��+�� 
7
�
 s
QJ� ��-� {�
0 ��$ ��
&���&�I! :
=��� ����	�� �+
7 ��+�� .{ (���7� 

 o0
+Hydropathic ���	� 6	��!� �VvTrx h4 .$����
�
 |>�8�$�� � a
7 �� A��
�
 |>� �� ,��������� ���X y�� A$�X b0 �.  

 ج

 ب

 ا��
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���� �	
��/ �
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