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از بافت  جدا شده h (VvTrxh10)همسانه سازی و تحلیل ساختار ژن تیوردوکسین شناسایی، 

 رقم یاقوتی( .Vitis vinifera L)حبه انگور 

 
Identification and Cloning of a Thioredoxin h (VvTrxh10) Gene Isolated from 

Grape (Vitis vinifera L.) cv. Yaquti Berry Tissue 

 

 2و رامین حسیني 2، قاسمعلي گروسي2٭، رحیم حداد7الدین موسویسید شرف

 

 چکیده

رقم یاقوتي استخراج و با استفاده از  (.Vitis vinifera L)کل از بافت حبه انگور  RNAجهت بررسي ساختار ژن تیوردوکسین، 

تحت  hژن تیوردوکسین سپس . تهیه گردید cDNA، کتابخانه  (RT-PCR)ای پلیمراز نسخه برداری معکوسروش واکنش زنجیره

یابي نشان داد که قطعه همسانه سازی نتایج توالي. همسانه سازی شد pUC19سنتز، جداسازی و در ناقل پلاسمیدی  VvTrxh10عنوان 

. دکناسید آمینه را کد مي 774بوده و پروتئیني با  bp  543حاوی یک چارچوب قرائت آزاد منفرد به طول hشده از ژن تیوردوکسین 

 W، اسید آمینه تریپتوفان ویژه  RCGLCاین ژن حاوی جایگاه فعال غیر معمول که بررسي ترجمه پروتئیني توالي رمز کننده نشان داد

بررسي فیلوژنتیکي و نیز همردیف . باشدخود مي (MAEE)و یک موتیف ساختاری درگیر در انتقال سلول به سلول در انتهای آمینوی 

بیني شده، علاوه بر آن، توالي پروتئیني پیش. است hهای تیوردوکسیناز  Iد که این آیزوفرم متعلق به زیرگروه نشان دا سازی چندگانه

 . نشان داد NCBIسایر گیاهان در بانک ژن  hشباهت زیاد آن را با ژن تیوردوکسین 

 

 انگور، تیوردوکسین، همسانه سازی، بررسي توالي، رقم یاقوتي :کلیدی هایواژه

 

                                                           
  زوین، ق(ره)المللي امام خمیني استادیاران گروه بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشگاه بیندانش آموخته کارشناسي ارشد و به ترتیب . 2 و 7

 نویسنده مسئول : ٭
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 دمهمق

هایي فراگیر و از لحاظ وزني ها پروتئینتیوردوکسین

بوده و دارای ( آمینو اسید 721تا  711معمولا شامل )کوچک 

شدت انفعالي هستند که هپذیر و بسولفیدی واکنشپل دی

در  WC[G/P]PCهای حفاظت شده ها دارای تواليهمه آن

 Buchanan, 1991Y., Cha et)باشند ساختار خود مي

al.1995 and Hagglund, et al.2008 .)ها دارای تیوردوکسین

های مهم از جمله کنترل عوامل نسخه برداری، اکسایش نقش

و کاهش تیول، انتقال الکترون به ریبونوکلئوتید ردوکتاز و 

حتي دفاع در برابر شرایط اکسیداتیو و مرگ سلولي هستند و 

و همکاران،  چیو)چنین بر عوامل رشد سلولي تاثیر دارند هم

در پستانداران فرآیند (. 2112؛ چیباني و همکاران، 2111

ها تنها با پیوند دی سولفید اکسایش و کاهش تیوردوکسین

های پذیرد، بلکه گاهي ممکن است پیش مادهصورت نمي

دیگری نظیر سولفید، لیپید هیدروپروکسید و آب اکسیژنه نیز 

 (.2117و همکاران، ساندالوا )در این فرآیند دخالت نمایند 

-های باکتریایي و جانوری، در واکنشها در سلولاین مولکول

سولفید در پیوند دی های متعددی که نیاز به احیای

های در واکنش های هدف دارند، از جملهها و یا آنزیمپروتئین

وسیله باقیمانده سیستئیني جایگاه فعال تیول دی سولفید، به

ها اجازه احیای پیوند دی امر به آنخود، شرکت کرده که این 

زونگ و هولمگرن، )دهد های هدف را ميسولفید در پروتئین

؛ 2111؛ گلاند و همکاران، 2112؛ هاشمي و همکاران، 2111

ها دارای در گیاهان نیز تیوردوکسین (.2112هارا و همکاران، 

بهترین . باشندهای بسیار ویژه و منحصر به فردی مينقش

کاهش توسط -این زمینه، سیستم تنظیمي اکسایشمثال در 

چنین ها همتیوردوکسین .های کلروپلاستي استآنزیم

زني تحریک  ای بذر را طي فرآیند جوانههای ذخیرهپروتئین

 aو   b ؛ شنگ و همکاران،7222چو و همکاران، )نمایند مي

های چند ژني بزرگي را با ها، خانوادهتیوردوکسین(. 2111

-های درون سلولي مختلف، در گیاهان تشکیل ميتموقعی

های گیاهي فتوسنتزی دارای دو سیستم کاهشي سلول. دهند

ها غیر فرد هستند که یکي از آنمتفاوت و منحصر به

عنوان دهنده به)NADPH کلروپلاستي بوده و وابسته به 

است و دیگری کلروپلاستي بوده و وابسته به ( الکترون

بالمر و همکاران، )باشد ده توسط نور ميفردوکسین احیا ش

 I ،II ه سه زیرگروه مختلفب h نوع هایتیوردوکسین(. 2112

-با سایر گروه هاوجه تشابه آن شوند کهميبندی تقسیم IIIو 

-لهایي که جایگاه فعایزوفرمآ استثناء های تیوردوکسین به

در داشتن جایگاه فعال  ،است CXXSصورت هشان ب

WC[G/P]PC جایگاه فعال،  تریندر این بین معمول .باشدمي

های زیرگروه تیوردوکسین 5بوده که در هر  WCGPCجایگاه 

های میتوکندریایي و چنین تیوردوکسینو هم hنوع 

خود اختصاص داده است، ترین حالت را بهکلروپلاستي فراوان

فقط در تعدادی از  WCPPCکه جایگاه فعال در حالي

-تمام تیوردوکسین. وجود دارد Iهم زیر گروه آنها و آیزوفرم

اند، حداقل یک ویژگي که تاکنون شناخته شده hهای نوع 

متمایز برای شناسایي دارند و آن هم وجود یک اسید آمینه 

 Wصورت است که در توالي پروتئیني به( Trp)تریپتوفان 

این اسید آمینه ضریب انهدام تصاعدی . شودنشان داده مي

مائیدا و ) دهدها ميرا به تیوردوکسین mm221 معادل

 (.2111؛ سراتو و همکاران، 2111همکاران، 

ها، ها نسبت به جلبکگیاهان عالي و بریوفیت

های ها و موجودات غیر فتوسنتزی، هم شکليسیانوباکتری

چیباني و )باشند ها را دارا ميبیشتری از تیوردوکسین

غلات با بیان بالای ژن های بذر سلول(. 2112همکاران، 

هایي برای مکانیزمزني و بلوغ بهتیوردوکسین در طول جوانه

پالیدو و )شوند های اکسیداتیو مجهز ميحفاظت در برابر تنش

هایي در گندم ، جو و لگوم hتیوردوکسین (. 2112همکاران، 

عنوان پروتئین تنظیمي ، بهMedicago truncatulaچون 

این (. 2112لي و همکاران، )نماید مي مرکزی در بذرها، عمل

های سولفید در پروتئینوسیله احیای گروه دیپروتئین به

های آنزیمي فعالیت نموده و ها و بازدارندهای بذر، آنزیمذخیره

در گیاه . گرددوسیله سبب تسهیل در امر جوانه زني ميبدین

ي آرابیدوپسیس، جایگاه ارتباط تیوردوکسین با چرخه کنترل

هایي ردوکس در بخش لومن کلروپلاست نشان داد که واکنش

که توسط چرخه ردوکس در لومن کلروپلاست کنترل مي

و تنظیم شدت  IIشوند، نقشي اساسي در عملکرد فتوسیستم 

چنین نتایج هم(. 2171هال و همکاران، )نمایند نور ایفا مي

 های تیوردوکسین و تیوردوکسین ردوکتازهمسانه سازی ژن

ها در و بیان آن Anabena ferrooxidansمربوط به باکتری 

های نشان داد که اسید آمینه Escherichia coliباکتری 

-از ژن تیوردوکسین و اسید آمینه 52و  55سیستئین شماره 

از ژن تیوردوکسین  743و  742های سیستئین شماره 

وانگ و )ردوکتاز بقایای جایگاه فعال را تشکیل مي دهند 

 (.2171کاران، هم

سازی توالي کامل در این مطالعه، جداسازی و همسانه

cDNA  کدکننده تیوردوکسین نوعh با شماره دستیابي ،

HM622264  در پایگاه توالي نوکلئوتیدیNCBI GenBank 

، از بافت حبه انگور رقم یاقوتي VvTrxh10تحت عنوان 
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ای هسپس ویژگي. شود که ثبت گردیده استتوضیح داده مي

دست هفیزیکوشیمیایي و ساختار دوبعدی توالي پروتئیني ب

های اختصاصي موجود در پایگاه آمده با استفاده از برنامه

Swiss-Prot های بیني شده و با استفاده از بررسيپیش

های سایر گیاهان همولوژی و فیلوژنتیکي با تیوردوکسین

بوده  hتیوردوکسین نوع دهیم که ژن همسانه شده، نشان مي

 .تعلق دارد Iو به زیرگروه 

 

 هامواد و روش

از مرکز  پژوهشهای انگور مورد بررسي در این حبه

تحقیقات انگور سازمان تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعي 

ها ابتدا میوه. استان قزوین، واقع در شهر تاکستان تهیه گردید

ن از ناحیه اتصالشان به دمبرگ از خوشه جدا و سپس به میزا

. های آلومینیومي قرار داده شدندیک گرم حبه در داخل بسته

منظور جلوگیری از اضمحلال احتمالي اسیدهای نوکلئیک به

ها بلافاصله در درون ازت مایع تثبیت و موجود در بافت، نمونه

 -11به آزمایشگاه منتقل شده و تا زمان مصرف در فریزر 

 .گراد ذخیره گردیدنددرجه سانتي

( 2112)کل به روش رید و همکاران  RNA استخراج

 mM 300)ابتدا بافر استخراج . و با اندکي تغییرات انجام شد

Tris-HCl pH 8, 25 mM EDTA pH 8, 2% PVP, 2% 

CTAB, 2 M NaCl, 2% β-mercaptoethanol ) در یک لوله

ازت  حبه توسطگرم بافت  7/1. آماده گردید ml 73آزمایش 

به متعارف  میزان به و ت پودر درآمدهصور مایع در هاون به

اضافه  بافر استخراج ml 7حاوی  ml 2 لوله آزمایشیک 

دقیقه در  51مدت ها بهلوله. تکان داده شد شدت به گردید و

تمامي . گراد قرار داده شدنددرجه سانتي 23حمام آب گرم 

درجه  4، در دمای RNAمراحل بعدی عملیات استخراج 

ها دو مرتبه با یک حجم برابر پروتئین. م گرفتگراد انجاسانتي

شستشو و به ( v/v 24:7)الکل  ایزو آمیل :از ترکیب کلروفرم

 rpmگراد و با دور درجه سانتي 4دقیقه در دمای  3مدت 

مایع رویي به یک لوله آزمایش . سانتریفیوژ شدند74111

مولار  5حجم استات سدیم  7/1جدید منتقل گردیده و سپس

منظور رسوب اسیدهای نوکلئیک حجم ایزوپروپانول، به 2/1و 

سپس . ته گردید و به آن افزوده شد و چندین بار به آرامي سر

ساعت در دمای  1-72و یا  -11دقیقه در دمای  51به مدت 

 51مدت ه بمحلول مذکور . گراد قرار گرفتدرجه سانتي -21

اد گردرجه سانتي 4ر دمای و د rpm 74111با دور دقیقه

  DEPCآب lµ 211در  سانتریفیوژ گردید و رسوب حاصله

ها یک مرتبه با یک حجم برابر پروتئین مجدداً. شدشده حل 

 3 مدت و بهشستشو  (v/v 24:7)الکل ایزوآمیل :از کلروفرم

 rpm74111با دور  گراددرجه سانتي 4 دقیقه در دمای

 1راید کل حجم لیتیوم 5/1 ،در مرحله بعد .سانتریفیوژ شدند

 مدت یک طول شب ها بهلوله ها اضافه گردید وبه نمونهمولار 

نگهداری گراد درجه سانتي+ 4در دمای  (ساعت 72-1)

به  rpm74111  وسیله سانتریفیوژ با دور کل به RNA .شدند

. رسوب داده شدگراد درجه سانتي 4 دقیقه در دمای 51مدت 

-درصد و به  11 کل با استفاده از الکل اتانول RNAرسوب 

دقیقه در  3مدت  به rpm74111  سانتریفیوژ با دورکمک 

 RNAکمیت و کیفیت . شدشسته گراد درجه سانتي 4 دمای

های در طول موج کل با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر

% 2/7الکتروفورز ژل آگاروز و  نانومتر 211و  221، 251

 .تعیین گردید

برداری واکنش نسخه ،cDNAبرای سنتز رشته اول 

میکروگرم  7/1-3برای این آزمایش از . معکوس انجام گرفت

RNA کل به همراه یک میکروگرم آغازگر(18mer)  Oligo-

dT (Fermentas )بردار معکوس و آنزیم نسخهRevertAid
TM 

M-MuiV (Fermentas)در حضور دزوکسي ،-

و  dATP ،dTTP ،dCTP)ریبونوکلئوتیدهای تری فسفات 

dGTP) گراد به مدت یک ساعت درجه سانتي 42، و دمای

-سازی آنزیم نسخهاستفاده شد و پس از آن، عمل غیر فعال

گراد و به مدت درجه سانتي 11در دمای  (RT)بردار معکوس 

بدین ترتیب رشته اول مولکول . دقیقه انجام گرفت 71

cDNA عنوان الگو در واکنش ساخته شده و از آن بهPCR 

 .گردید استفاده

 PCRمنظور طراحي آغازگرهای تصادفي و واکنش به

انگور رقم پینوت  hژنومي ژن تیوردوکسین  DNAاز توالي 

و VvTRXh با نام  (Vitis vinifera L. cv. Pinot Noir)نویر 

استفاده  NCBIدر بانک ژن  AM430243یابي شماره دست

ی در طراحي آغازگرها(. 2112ولاسکو و همکاران، )گردید 

ها چنین محاسبه دمای ذوب آنو هم VvTRXhاختصاصي ژن 

ساس ااین آغازگرها بر. استفاده شد( 2نسخه )افزار الیگو از نرم

ای طراحي شدند ، به گونهVvTRXhابتدا و انتهای توالي ژن 

ها تمامي ناحیه رمز کننده این حاصل از آن PCRکه محصول 

منظور تسهیل رشي بهبرای انتخاب آنزیم ب. ژن را در برگیرد

 Restrictionسازی از نرم افزار آن لاین در فرآیندهای همسانه

mapper. V3 پس از تبیین جایگاه برشي . استفاده گردید

KpnI نوکلئوتید به  5منظور افزایش بازده برش آنزیمي، و به

 5منظور افزایش بیان ژن، به. آغازگرها اضافه شد 3'انتهای 

که بخشي از توالي مورد توافق کزاک ACC ي نوکلئوتید با توال

رود، بین توالي برشي و توالي اتصال آغازگر با ژن به شمار مي



 ... جدا h (VvTrxh10)همسانه سازی و تحلیل ساختار ژن تیوردوکسین شناسایی،  

21 

در نتیجه با توجه به ابتدا و انتهای ژن . مورد نظر اضافه شد

VvTRXh های مذکور، آغازگرهای اختصاصي با تواليو توالي-

 'ACCATGGCGGAAGGGTACCATA-5-'3های 

 و( MAEای بق با توالي اسید آمینهآغازگر رفت، مطا)

3'-TCAAGCAGTTGCAGGTACCTGTT-5' ( آغازگر

و با سفارش  (HATAای برگشت، مطابق با توالي اسید آمینه

آوران از شرکت دانمارکي کوپنهاژن  فن شرکت ژن

(Copenhagen-Denmark) واکنش . تهیه گردیدPCR  با

های اختصاصي و آغازگرpfu (Fermentas )استفاده از آنزیم 

 24مرحله واسرشتگي در دمای : چرخه دمایي شامل 53در 

ثانیه، مرحله اتصال در دمای  51گراد و به مدت درجه سانتي

مدت یک دقیقه و مرحله تکثیر در گراد و بهدرجه سانتي 31

-هم. گراد و به مدت یک دقیقه بوددرجه سانتي 12دمای 

گراد درجه سانتي 24چنین مرحله واسرشتگي اولیه در دمای 

درجه  12دقیقه و مرحله تکثیر نهایي در دمای  5مدت و به

قطعه در نهایت، . دقیقه انجام گرفت 71گراد و به مدت سانتي

، DNAتکثیر شده، از روی ژل و با استفاده از کیت استخراج 

، خالص K0513محصول شرکت فرمنتاز با شماره کاتالوگ 

 . سازی شد

 T4 لیگاز DNAفاده از آنزیم واکنش اتصال با است

-پس از تهیه سلول .(2171هیمن و همکاران، ) انجام گرفت

انتقال پلاسمید جهت  ،DH5αسویه  E. coli های مستعد

کوهن و )استفاده شد  شوک حرارتي روشحاوی ژن از 

استفاده با  های نوترکیباستخراج پلاسمید(. 7212همکاران، 

بیرن بویم و )گرفت  انجام SDSیي و اقلی روش تحلیلاز 

های نوترکیب با استفاده از دو تکنیک نيوو کل( 7212دولای، 

PCR یابي توالي .و هضم آنزیمي مورد بررسي قرار گرفتند

DNA انداز پلاسمید نوترکیب با استفاده از آغازگرهای راه

توسط شرکت  در دو جهت رفت و برگشت T7باکتریوفاژ 

Seqlab (Sequence Laboratories Gottingen-Germany )

منظور یافتن دست آمده بهای بهتوالي اسید آمینه .انجام شد

های اطلاعاتي با استفاده از برنامه های مشابه در بانکپروتئین

BLAST  در مرکز ملي اطلاعات بیوتکنولوژی(NCBI ) مورد

سازی چندگانه و ردیفهم(. 7جدول )جستجو قرار گرفت 

 ClustalWافزار با استفاده از نرمهای فیلوژنتیکي درخت

(http://ClustalW.genome.ad.jp )چنین هم. تهیه شدند

و سایر  PSIpredوسیله برنامه ساختار ثانویه پروتئین به

های های ساختاری پروتئین با استفاده از برنامهویژگي
ProtParam ،PSORT  وProtScale 

(http://www.expasy.ch/tools/ )دتعیین گردی . 

 نتایج و بحث

رمز کننده ژن  cDNAسازی جداسازی و همسانه

 hتیوردوکسین 

cDNA  رمز کننده ژن تیوردوکسینh (VvTrxh10) 

از بافت حبه انگور، رقم  RT-PCRبا استفاده از تکنیک 

سازی همسانه pUC19یاقوتي، تهیه و در ناقل پلاسمیدی 

م آنزیمي، و هض PCRهای ها با استفاده از تکنیکبررسي. شد

 . (2و  7های شکل)دو کلوني نوترکیب را شناسایي کردند 

نشان  ClustalWو بررسي با نرم افزار  DNAیابي نتایج توالي

-سازی شده، از بالا خانواده تیوردوکسینداد که قطعه همسانه

 MCSبوده و موقعیت قرارگیری آن روی جایگاه  hهای نوع 

-هنتایج ب باشد که بادر جهت معمولي ميپلاسمیدی ناقل 

 (.2شکل )دست آمده توسط هضم آنزیمي مطابقت دارد 

cDNA  رمز کننده ژن تیوردوکسین(VvTrxh10) 

بود که  bp 543طول حاوی یک چارچوب قرائت آزاد منفرد به

خاتمه یافته و یک  TGAآغاز شده و با کدون  ATGبا کدون 

ترین اسید کرد که بیشاسیدآمینه را رمز مي 774پروتئین با 

آمینه موجود در این پروتئین، اسید آمینه والین شناخته شد 

 (.الف 5شکل )خود اختصاص داد از کل پروتئین را به% 74که 

 774مشخص گردید که از این  SOPMAبا استفاده از برنامه 

متعلق به مارپیچ آلفا، %( 23/41)اسید آمینه  33اسید آمینه، 

فرمول . باشدق به مارپیچ بتا ميمتعل%( 72/21)اسید آمینه  57

و وزن مولکولي محاسبه  C573H917N155O163S9مولکولي آن 

بیني شده این پروتئین به شده و نقطه آیزوالکتریک پیش

بود و شاخص  41/3کیلو دالتون و  114/72ترتیب برابر 

Aliphatic منظور برآورد مقاومت عنوان یک عامل مهم بهآن، به

محاسبه گردید که نشان  23/21ابر حرارت، ها در برپروتئین

. باشدها در برابر دما ميدهنده مقاوم بودن تیوردوکسین

محاسبه شده به روش کیت و دولیتل  Hydropathyشاخص 

دلیل خاصیت ، بهVvTrxh10، نشان داد که پروتئین (7212)

( ب 5شکل )احیاءکنندگي بالا، به میزان زیادی آب گریز بوده 

اسید آمینه با بار منفي  71کل اسیدهای آمینه،  و از مجموع

(Asp+Glu )که تعداد کل اسیدهای آمینه با بار داشته، در حالي

بیني چنین پیشهم. باشدمي 74برابر ( Arg+Lys)مثبت آن 

و  PSORTهای موقعیت زیرسلولي این پروتئین با برنامه

WOLFPSORT داد که برخلاف تعدادی از تیوردوکسیننشان-

شان درون میتوکندری و شبکه که محل فعالیت hهای نوع 

؛ جلهای و 7223استین و همکاران، )آندوپلاسمي است 

؛ لپیستو و 2111؛ شاهپیری و همکاران، 2114همکاران، 

پروتئین (. 2171؛ هال و همکاران، 2112همکاران، 
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VvTrxh10  دارد سیتوسول قراراز نوع سیتوپلاسمي بوده و محل فعالیت آن درون. 

 

 

 

 
 bpمولکولي  نشانگر( . Mدرصد 2/7الکتروفورز روی ژل آگارز  PCR آزمون سریع کلوني های نوترکیب با استفاده از تکنیک :7شکل 

عصاره ( 5کنترل منفي فاقد عصاره سلولي، ( 2، (fermentaseو آغازگرهای مربوط به شرکت  DNA) bp221 کنترل مثبت ( 7، 711

درون هر چاهک بارگذاری شده  PCRاز محصول  µl 3برای هر نمونه، . های نوترکیبکلوني( 3و  4غیر نوترکیب،  E. coliسلولي باکتری 

نوکلئوتید از آغازگر  71بانضمام ( bp 5)و کزاک ( bp 5)های اضافي دلخواه بانضمام تواليKpnI (bp 2 )جایگاه برشي آنزیم  (A .است

 75بانضمام ( bp 4)اضافي دلخواه  به همراه تواليKpnI (bp 2 )جایگاه برشي آنزیم  (B. مل مي شودنوکلئوتید را شا 22رفت که مجموعا 

 .نوکلئوتید را شامل مي شود 25گیرند که مجموعا نوکلئوتید از آغازگر برگشت را در بر مي
Figure 1: Analysis of recombinant clones by PCR and 1.2% agarose gel electrophoresis. M) 100 bp DNA ladder; lane 1) 

positive control (620 bp); lane 2) negative control, lake of primers; lane 3) negative control, lake of template; lanes 4 

and 5) recombinant clones carrying ORF fragment of the VvTrxh10 gene. For each sample, 5 µl from PCR product has 

been loaded into each well.  A) 22 nucleotides including: KpnI restriction site (6 bp), an addition of three nucleotides 

following Kozak sequence (3 bp) and forward primer (10 bp). B) 23 nucleotides including: KpnI restriction site (6 bp), 

an addition of four nucleotides and reverse primer (13 bp). 

 

 

 

 
 ،Kb 7 مولکولي نشانگر( M. درصد 2/7 آگارز ژل روی الکتروفورز و آنزیمي هضم از استفاده با نوترکیب هایکلوني تایید :2 شکل

 هضم نوترکیب پلاسمیدهای( EcoRI، 5 آنزیم با شده هضم نوترکیب پلاسمید( BamHI 2 نزیمآ با شده هضم نوترکیب پلاسمید(7

 .KpnI میآنز با شده هضم نوترکیب غیر پلاسمید( KpnI، 4 آنزیم با شده
Figure 2: Analysis of recombinant clones by enzymatic digestion and 1.2% agarose gel electrophoresis. M) 1 kb DNA 

ladder; 1) Recombinant plasmid digested by BamHI; 2) Recombinant plasmid digested by EcoRI; 3) Recombinant 

plasmid digested by KpnI; 4) Non-recombinant plasmid digested by KpnI. 

 



 ... جدا h (VvTrxh10)همسانه سازی و تحلیل ساختار ژن تیوردوکسین شناسایی،  
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سازی چندگانه و روابط های همردیفمورد استفاده در بررسي NCBIهای پروتئیني موجود در مشخصات توالي :7جدول 

 فیلوژنتیکي

Table 1. The protein sequences characteristics on NCBI used for preparation of multiple alignment and 

construction of phylogenetic tree. 

 شماره دستیابی نام ژن نام علمی نام عمومی گیاه ردیف

1 Arabidopsis (آرابیدوپسیس) Arabidopsis thaliana AtTrxh1 Z35473 
2 Grape (انگور) Vitis vinifera VvTrxh1 XM002280537 
3 Grape (انگور) Vitis vinifera VvTrxh2 XM002274169 
4 Grape (انگور) Vitis vinifera VvTrxh3 FN594959 
5 Corn (ذرت) Zea mays ZmTrxh1 EU959205 
6 Corn (ذرت) Zea mays ZmTrxh2 EU952330 
7 Corn (ذرت) Zea mays ZmTrxh3 NM001112318 
8 Rice (برنج) Oryza sativa OsTrxh1 AB053294 
9 Wheat (گندم) Triticum aestivum TaTrxh1 AB053294 

10 Wheat (گندم) Triticum aestivum TaTrxh2 AF420472 
11 Soybean (سویا) Glycine max GmTrxh1 EU144127 
12 Soybean (سویا) Glycine max GmTrxh2 BT090149 
13 Rape (کلزا) Brassica napus BnTrxh GI11135265 
14 Tobacco (تنباکو) Nicotiana benthamiana NbTrxh GQ354821 
15 Sorghum (ایذرت خوشه) Sorghum bicolor SbTrxh1 XM002461523 
16 Sorghum (ایذرت خوشه) Sorghum bicolor SbTrxh2 XM002463225 
17 Pea (نخود فرنگي) Pisum sativum PsTrxh1 AY170650 
18 Pea (نخود فرنگي) Pisum sativum PsTrxh2 XM002310794 
19 Alfalfa (یونجه) Medicago truncatula MtTrxh DQ121442 
20 Poplar (صنوبر) Populus trichocarpa PtTrxh1 XM002307651 
21 Poplar (صنوبر) Populus trichocarpa PtTrxh2 XM002310794 
22 Castor oil  (کرچک) Ricinus comunis RcTrxh XM002534085 
23 Sweet potato (سیب زمیني شیرین) Ipomoea batatas IbTrxh AY344229 
24 Red pepper  (فلفل قرمز) Capsicum annuum CaTrxh AY496104 
25 Aleppe oak (صنوبر سیتکا) Picea sitchensis PisTrxh EF083689 
26 Red gum (اکالیپتوس) Eucalyptus grandis EgTrxh DQ227992 
27 Rye grass (چچم) Lolium perenne LpTrxh AF159387 
28 Salvia (سالویا) Salvia miltiorrhiza SmTrxh FJ217699 
29 Iron wood (سیب مانگرو) Sonneratia alba SaTrxh1 GQ121962 
30 Iron wood (سیب مانگرو) Sonneratia alba SaTrxh2 GQ121963 
31 Fagopyrum (راش گندم) Fagopyrum esculentum FeTrxh GI11135312 
32 Orange (پرتقال) Citrus sinensis CiTrxh1 GQ853549 
33 Potato (سیب زمیني) Solanum berthaulti SoTrxh DQ 413184 
34 jatropha (جوزالقي) Jatropha curcas JcTrxh FJ489602 

 

طور که در ادامه بیان خواهد شد، توالي همان

با داد که این پروتئین نشان VvTrxh10پروتئیني ژن 

 سایر گیاهان شباهت زیادی دارد اما h های نوعتیوردوکسین

-RCGLC (Arg-CysNدارای یک جایگاه فعال غیر معمول 

Gly-Leu-CysC )زیرگروه از  5کدام از بوده که در هیچ

این امر مي تواند . شودمشاهده نمي hنوع های تیوردوکسین

گر ایزوفرم کاملاً جدید و منحصر به فردی از خانواده بیان

های نوع علاوه بر تیوردوکسین .باشد hهای نوع تیوردوکسین

h  زیرگروهI  انگور، در توالي پروتئیني این ژن، موتیف

در ابتدای زنجیره مشاهده شد که فقط در  MAEEساختاری 

شود و در های گیاهان عالي یافت ميکسینتیوردو

ها مشاهده ها، پستانداران و جلبکهای باکتریتیوردوکسین

؛ دکوتینس و 7211دروکس و همکاران )است  نشده

 وجود موتیف(. 7225؛ کوهن و همکاران، 7221همکاران، 

در انتقال سلول به سلول این پروتئین در ساختاری مذکور، 

پالیدو و همکاران، )باشد هي ضروری ميهای مختلف گیابافت

که تاکنون  hهای نوع چنین تمام تیوردوکسینهم .(2112

 (W)اند، دارای یک اسید آمینه تریپتوفان ویژه شناسایي شده

باشند که یک ضریب خاموشي تصاعدی را در حدود مي

nm221 (. 2111چیو و همکاران، )دهد ها ميبه تیوردوکسین

-توالي پروتئین 72طور معمول در موقعیت بهاین اسید آمینه 

در گیاهاني چون  hتیوردوکسین  هایسایر آیزوفرم های

انگور، ذرت، برنج، گندم وآرابیدوپسیس و پروتئین 

VvTrxh10  حاصل از ژن همسانه سازی شده مشاهده
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به (. 2111اران، ؛ سراتو و همک2111فورستر، )گردیده است 

ده شده در ابتدای زنجیره مشاهMAEE رسد توالينظر مي

زیرگروه  hهای نوع و سایر تیوردوکسین VvTrxh10پروتئیني 

I جز آیزوفرم انگور، بهVvTrxh1 در انتقال پلاسمودسمایي ،

که این فعالیت ( 2114جلهای و همکاران، )نقش داشته باشد 

 .تری داردهای دقیقمنحصر به فرد نیاز به بررسي

با استفاده از  VvTrxh10 پروتئینبررسي ساختار دوم 

 βصفحه  2نشان داد که این پروتئین حاوی  PSIpredبرنامه 

، β1 ،α1 ،β2 ،α2 ،β3 ،α3 ،β4ترتیب باشند که بهمي αمارپیچ  4و 

β5 ،β6  وα4 شکل )گیرند در ساختار دو بعدی پروتئین قرار مي

 β2، بلندترین صفحه مربوط به صفحات βدر بین صفحات (. 4

ترین صفحه مربوط به صفحه اسید آمینه و کوتاه 1با  β6و β3 و

β4  های چنین در بین مارپیچهم. باشداسید آمینه مي 5باα ،

 72با  α2ترتیب مربوط به ترین مارپیچ بهبلندترین و کوتاه

جایگاه فعال . باشداسید آمینه مي 1با  α3اسید آمینه و 

RCGLC علت دارا بودن دو سیستئین به(C ) توالي خود، در

سبب تشکیل باند دی سولفیدی در پروتئین تیوردوکسین 

های سطح سلولي در شده و عامل اصلي احیای دیگر پروتئین

 β2بین انتهای کربوکسیل صفحه  ما. گرددچرخه ردوکس مي

به شکلي قرار گرفته است که  α2و انتهای آمینوی مارپیچ 

های آمینوی در انت Cys42و  Gly40 ،Leu 41اسیدهای آمینه 

، چهارمین Trp16اسید آمینه ویژه . اندواقع شده α2مارپیچ 

را تشکیل داده و موتیف ساختاری  α1اسید آمینه مارپیچ 

MAEE  انتهای آمینوی پروتئین نیز که عامل اصلي انتقال

پیری و شاه)باشد ها ميپلاسمودسمایي تیوردوکسین

های مارپیچو  β، درون هیچ یک از صفحات (2112همکاران، 

α  قرار نگرفته و تنها یک ساختارCoil دهد، اما را تشکیل مي

 MAEEکه مانند موتیف ساختاری  KREEموتیف ساختاری 

پیری و همکاران، شاه)در انتقال پلاسمودسمایي نقش دارد 

قرار گرفته  α4و مارپیچ  β6ای در بین صفحه ، به گونه(2112

انتهای آمینوی  Arg101-Glu102-Glu103که اسیدهای آمینه 

دست آمده هدهند که با سایر نتایج برا تشکیل مي α4مارپیچ 

؛ جاتنر و همکاران، 2112کازالیس و همکاران، )مطابقت دارد 

؛ هیمن و همکاران، 2111پیری و همکاران، ؛ شاه2111

2171.) 

 

 سازی چندگانه و روابط فیلوژنتیکیهمردیف

نشان داد که  ulCwlalsافزار بررسي همردیفي با نرم

های تیوردوکسین با ژن hXRTvV71سازی شده ژن همسانه

V ژن  طوری کههسایر گیاهان شباهت نسبتا زیادی دارد، ب

hXRTvV71  بیشترین تشابه را با گیاهانaiaarealoa alla 

(11)% ،ara saaw (11)% ،silClCw leohVihaela (12)% ، 

sohra wolhVrawow (22)% ،aiegVCs lohilie (21)%، 

elahoar sam  (21 )%وalisira lalalaw (21 )% و کمترین

شکل )نشان داد %TohoaCw hissCaow (34 )تشابه را با گیاه 

در گیاه  hتاکنون چندین آیزوفرم از ژن تیوردوکسین  (.3

نشان داده شده  2که در جدول شماره  اندانگور شناسایي شده

 III و I، IIگروه مختلف  به سه زیر hهای تیوردوکسین .است

شوند که از نظر جایگاه فعال، انتهای زنجیره تقسیم بندی مي

اسید آمینه، ساختار اولیه پروتئیني، موقعیت زیرسلولي و 

جلهای و همکاران، )احتمالاً نوع کارکرد با هم متفاوتند 

منظور تعیین زیرگروه به(. 2112؛ جوارز و همکاران، 2114

، بررسي فیلوژنتیکي با  (VvTrxh10)هسازی شدژن همسانه

گیاهان مختلف انجام شد  hاستفاده از تیوردوکسین های 

همراه به (VvTrxh10)ژن همسانه سازی شده (. 2شکل )

از گیاه  VvTrxh3و  VvTrxh1 ،VvTrxh2های ایزوفرم

 PtTrxh1از گیاه سویا،  GmTrxh2و   GmTrxh1انگور،

از پرتقال،  CiTrxh2  وCiTrxh1 از گیاه صنوبر،  PtTrxh2و

SaTrxh1 و  SaTrxh2 از سیب مانگرو وPsTrxh1  وPsTrxh2 

های از گیاه سورگوم و ژن SbTrxh2و SbTrxh1 از گیاه نخود، 

AtTrxh1، BnTrxh ،MtTrxh، EgTrxh، RcTrxh،NbTrxh  ،

SmTrxh ،CaTrxh،IbTrxh  ترتیب متعلق به گیاهان که به

، کرچک روغني، اوکالیپتوس، آرابیدوپسیس، کلزا، یونجه

زمیني شیرین هستند، در توتون، سالویا، فلفل قرمز و سیب

اما . شوندبندی ميها دستهاز تیوردوکسین (I)زیرگروه اول 

از گیاه ذرت،  ZmTrxh3و  ZmTrxh1 ،ZmTrxh2های ایزوفرم

TaTrxh1  و TaTrxh2 ،از گیاه گندمOsTrxh1  از گیاه برنج و

SoTrxh دوم  زمیني متعلق به زیر گروهسیب از گیاه(II) مي-

ترتیب از به PisTrxhو  LpTrxhچنین دو ایزوفرم هم. باشند

از  (III)گیاهان چچم و صنوبر سیتکا در زیرگروه سوم 

 .گیرندها جای ميتیوردوکسین

 Blastnها با نرم افزار و بررسي DNAیابي نتایج توالي

. یید نموده را تاشد صحت قطعه همسانه سازی ClustalWو 

داد که ژن روش دندروگرام نشانبررسي فیلوژنتیکي به

تعلق داشته و  Iبه زیرگروه  VvTRXh10همسانه سازی شده 

های ترتیب توالي نیز نشان داد، بیشترین طور که بررسيهمان

 VvTRXh3و  VvTRXh1 ،VvTRXh2ها شباهت را با آیزوفرم

توان نتیجه گرفت که بدین ترتیب مي. دهندانگور نشان مي

 hژن شناسایي شده، آیزوفرم جدیدی از ژن تیوردوکسین 

های پایگاه اطلاعاتي گیاه انگور بوده که با توجه به داده
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www.swissprot.com افزارو نرم WOLFPSORT  موجود در

-در داخل سیتوسول مي احتمالاً این پایگاه، محل فعالیت آن

. کندباشد و در تنظیم ردوکس سلولي نقش خود را ایفا مي

سازی شده در ناقل پلاسمیدی همسانه hژن تیورودوکسین 

pUC19  در تحقیقات ملکولي آتي، با انتقال آن به گیاهان

  .مدل و مطالعه اثرات آن مورد استفاده قرار خواهدگرفت

 

 الف

 

 
های نوکلئوتیدی و پروتئیني مشخص شده با کادر، توالي. توالي نوکلئوتیدی و پروتئیني (الف. VvTrxh10بررسي توالي ژن  :5شکل 

های ساختاری درگیر در انتقال سلول به سلول، توالي نوکلئوتیدی و پروتئیني مشخص شده بصورت پررنگ، نشان نشان دهنده موتیف

توالي  Hydropathicبررسي شاخص  (ب. باشندیگاه فعال و اسیدآمینه مشخص شده با علامت مثلث، تریپتوفان ویژه ميدهنده جا

 .دوست در زیر خط توپر قرار دارندهای آبگریز در بالا و دومینهای آبدومین. VvTrxh10پروتئین 
Figure 3: cDNA and deduced amino acid sequences, and Hydropathic index of VvTrxh10. A) Nucleotide and deduced 

amino acid sequences of VvTrxh10. The potential structural motifs involved in cell-to-cell transfer (MAEE and KREE) 

and putative active site sequence (RCGLC) are indicated in italic and bold, respectively. The characteristic tryptophan 

(W16) is also distinguished by triangle. B) Hydropathic index analysis of VvTrxh10 deduced amino acid sequence. 

Hydrophobic domains are indicated by positive numbers; hydrophobic domains are above the line, and hydrophilic 

domains are below. 

 

 
 

های ساختاری درگیر در انتقال سلول جایگاه فعال، موتیف. PSIpredبا استفاده از برنامه  VvTrxh10 ساختار دوبعدی پروتئین :4شکل 

 .اندبه سلول و اسید آمینه تریپتوفان ویژه بصورت پررنگ نشان داده شده
Figure 4: Predicted secondary structure of VvTrxh10 using the PSIpred program. The potential structural motifs 

involved in cell-to-cell transfer and the characteristic tryptophan are indicated in bold. 
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 تشکر و قدردانی

از همکاری و مساعدت مرکز تحقیقات انگور، واقع در 

ورد نیاز کمال تشکر شهر تاکستان در امر تهیه مواد گیاهي م

چنین از آقای مهندس رضا حیدری که هم. و سپاس را داریم

در بخش نرم افزاری تدوین مقاله مساعدت لازم را مبذول 

 .گرددداشتند، سپاسگزاری مي
 

 ها در گیاه انگورو مشخصات کلي آن hهای ژن تیوردوکسین آیزوفرم :2جدول 

Table 2. The characteristics of different isoforms of Trx h gene in grape. 

ژننام  شماره دستیابی بافت مورد استفاده رقم مورد استفاده زیر گروه منبع  

 

Da Silva (2005) (I) Cabernet Sauvignon Stem CF216136 VvTrxh1 

Da Silva (2005) (I) Cabernet Sauvignon Berry CB348011 VvTrxh2 

Da Silva (2005) (II) Cabernet Sauvignon Bud CF513794 VvTrxh3 

Gelhaye et al. (2004) (II) Chardonnay Leaf CF473629 VvTrxh4 

Cramer and Cushman (2002) (III) Chardonnay Leaf CB004453 VvTrxh5 

Gelhaye et al. (2004) (III) Chardonnay Leaf CF204852 VvCXXS 

Velasco et al. (2006) (I) Pinot Noir Berry AM430243 VvTrxh 

 

 

 
 

 
 

های انگور همسانه سازی شده با سایر ایزوفرم VvTrxh10سازی چندگانه پروتئیني ژن همردیف :3شکل 

های ساختاری درگیر جایگاه فعال، موتیف. Clustalwبا استفاده از نرم افزار  Iو گیاهان دیگر از زیرگروه 

شماره . اندول با کادر و اسیدآمینه تریپتوفان ویژه با علامت مثلث نشان داده شدهدر انتقال سلول به سل

 .آورده شده است 7های پروتئیني در جدول دستیابي توالي
Figure 5. Multiple sequence alignment of cloned VvTrxh10 gene with other grape isoforms 

and selected Trxs hI from different sources using ClustalW. The potential structural motifs 

involved in cell-to-cell transfer were shown by box and the characteristic tryptophan is also 

distinguished by triangle. Accession numbers are given in Table 1. 
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 :منابع
 .متن انگلیسي مراجعه شود 32-33 هایجهت ملاحظه منابع به صفحه

  

Subgroup (III) 

Subgroup (I) 

Subgroup (II) 

Cloned gene 

 

ر منظوبه های گیاهان با سایر آیزوفرم (VvTrxh10)درخت فیلوژنتیکي رسم شده ژن همسانه سازی شده  :2شکل 

های خلاصه مشخصات و شماره دستیابي توالي. Clustalwهمسانه سازی شده با استفاده از نرم افزار  تعیین زیرگروه ژن

 . آورده شده است 7پروتئیني در جدول 
Figure 6: Phylogenetic analysis of cloned VvTrxh10 gene with other grape isoforms and Trxs h from 

different plants to determine subgroup of cloned VvTrxh10 gene using ClustalW. Accession numbers are 

given in Table 1. 
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Identification, Cloning and Characterization of a Thioredoxin h (VvTrxh10) Gene 

Isolated from Grape (Vitis vinifera L.) cv. Yaquti Berry Tissue 
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2
, R. 

 
Abstract 

Total RNA was extracted from grape (Vitis vinifera L.) cv. Yaquti berry tissue to characterize a thioredoxin h 

gene (VvTrxh10). A cDNA library was synthesized using reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). 

Then, the VvTrxh10 gene was amplified, isolated and cloned in a pUC19 vector plasmid. Nucleotide sequence analysis 

revealed that the cloned cDNA expressed thioredoxin and contained a single open reading frame of 345 bp encoding a 

protein of 114 amino acid residues. Predicted protein sequence analysis showed that this gene contains a nongeneral 

catalic site RCGLC, characteristic tryptophan (W) and potential structural motif involving cell-to-cell taransfer (MAEE) 

in N-terminal. Phylogenetic and alignment studies revealed that such isoform belongs to the subgroup I from h 

thioredoxins group. Moreovere, relevant predicted protein exhibited a high similarity with the other plant thioredoxins h 

gene in the NCBI gene bank. 

 

Keywords: Grapevine, Thioredoxin h, Cloning, Sequence analysis, Yaquti cultivar 
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