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 بررسی و مقایسه خصوصیات بیوشیمیایی، ساختار مولکولی و روند تکامل ژنتیکی دو آیزوفرم
  )Vitis vinifera L. cv. Askari(  از گیاه انگور عسکريh  نوعتیوردوکسین

  
  2، قاسمعلی گروسی2∗، رحیم حداد1رضا حیدري جاپلقی

  قزوین ) ره(المللی امام خمینی سی، دانشگاه بین کارشناس ارشد گروه بیوتکنولوژي کشاورزي، دانشکده فنی و مهند1
  قزوین) ره(المللی امام خمینی  گروه بیوتکنولوژي کشاورزي، دانشکده فنی و مهندسی، دانشگاه بینعضو هیأت علمی 2

  
 چکیده

هاي در واکنشو مقاوم در برابر حرارت هستند که   کوچکیهایپروتئین) Trxs(ها تیوردوکسین
، گیاهان حاوي شش نوع  زندهدر مقایسه با سایر موجودات. کنندسولفید شرکت میدي/تیولتبادلی دي

 ،اشکال چندگانهداشتن  با h تیوردوکسین نوع باشند که میy و f ،h ،m ،o ،xتیوردوکسین مختلف شامل 
هاي زنده و غیرزنده محافظت سلول در برابر تنش اکسیداتیو و تنشدر فرآیندهاي مختلفی همچون 

 گیاه انگور  حبهاز بافت، VvCxxS2و  VvTrxh4، تحت عناوین h  نوعژن تیوردوکسیندو  .خالت داردد
Vitis vinifera (عسکري  L. cv. Askari( برداري  نسخه بامرازاي پلی واکنش زنجیرهروش با استفاده از

 ه و خصوصیات شدسازي همسانهpUC19 در ناقل پلاسمیدي  جداسازي و)RT-PCR(معکوس 
بررسی  .ها مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت روند تکامل ژنتیکی آن و مولکولیبیوشیمیایی، ساختار
 به VvCxxS2 و VvTrxh4سازي شده هاي همسانه ژن خواندنینشان داد که چارچوبتوالی نوکلئوتیدي 

 بررسی .دنکنیآمینه را کد مسید ا126 و 114هایی با  پروتئین طول داشته وbp 381و  bp345  ترتیب
در حالی که  ، بودهWCGPC  معمولجایگاه فعالداراي  VvTrxh4 ژن توالی پروتئینی نشان داد که

 محاسبه وزن مولکولی .باشد میWCIPSبه صورت غیرمعمول و به شکل  VvCxxS2جایگاه فعال ژن 
و  22/5یلودالتون و  ک76/12به ترتیب برابر  VvTrxh4پروتئین  شده بینیپیشیزوالکتریک آ و نقطه شده

هاي ساختاري نشان داد بررسی. باشدمی 68/4 کیلودالتون و 25/14 به ترتیب برابر VvCxxS2پروتئین 
فیلوژنتیکی  هايبررسی  در حالی که.باشندمیمشابه بعدي  از نظر ساختار سهبدست آمده هايکه پروتئین

هاي متعلق به زیرگروه هان نشان داد که این ژنهاي سایر گیاهاسازي شده با تیوردوکسینهاي همسانهژن
 VvCxxS2ژن   بوده، اماI از زیرگروه A متعلق به کلاس VvTrxh4ژن   در این تحقیق.باشندمتفاوت می

  . تعلق داردhهاي نوع  تیوردوکسینIII از زیرگروه Bکلاس به 
  .سازيهمسانه ،کسینتیوردو ،تکامل ژنتیکی، بیوشیمیایی خصوصیات ، انگور: کلیديهايواژه

                                                
 uk.co.yahoo@raheemhaddad: Email                        02818371165 :تلفن                    رحیم حداد: نویسنده مسئول ∗
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  مقدمه
 یهایپروتئین) Trxs(ها تیوردوکسین

به و مقاوم در برابر حرارت هستند که  کوچک
 هاسلولیتک موجودات زنده از یتمام  درفراوانی

 Gelhaye et(یافت شده هاي عالی پرسلولیتا 

al., 2004 (مادهو به همراه دامنه وسیعی از پیش -

سولفید دي/تیول ديهاي تبادلیها، در واکنش
در بین ). Joudrier et al., 2005(کنند شرکت می

ها داراي سلولیموجودات زنده، پستانداران و تک
باشند، یک یا چند ژن کدکننده تیوردوکسین می

- یابی ژنوم نشان میهاي توالیدر حالی که پروژه

هاي دهند که گیاهان داراي انواع مختلفی از ژن
 Gelhaye et( باشندها میینکدکننده تیوردوکس

al., 2004 Meyer et al., 2005; Oliveira et 
al., 2010; .(اساس تجزیه و  در گیاهان عالی، بر

 و موقعیت درون تحلیل ساختار اولیه پروتئینی
 اصلی نوع به شش ها، تیوردوکسینسلولی
- تیوردوکسین: شوند که عبارتند ازبندي میتقسیم

  f،m ،xهاي تیوردوکسین. y  وf ،h ،m ،o ،xهاي 
 Hall et(داشته ها قرار  درون کلروپلاستyو 

al., 2010(  تیوردوکسین وo متعلق به 
. )Laloi et al., 2001(باشد می هامیتوکندري

ها  مسیرهاي مختلف احیاء تیوردوکسین1شکل 
هاي کلروپلاست، میتوکندري و نیز را در اندامک

 hهاي نوع دوکسینتیور .دهدسیتوزول نشان می
 ندوپلاسمیآ شبکه ، میتوکندري،سیتوزولدرون 

ه سه زیرگروه شته و ب سلول قرار داو حتی هسته
شوند  میبنديتقسیم IIIو  I ،II مختلف

)Gelhaye et al., 2005.(هاي  احیاء تیوردوکسین
و با  NADPH وابسته به مولکول IIو  Iزیرگروه 

 Gelhaye et(شود انجام می NTRدخالت آنزیم 

al., 2004(هاي نوع ، اما تیوردوکسینh زیرگروه 
IIIکه اولین بار در درخت صنوبر ،(Populus 

spp.)  گزارش شدند )Gelhaye et al., 2003( ،
گلوتاردوکسین احیاء /از طریق سیستم گلوتاتیون

 که دهدنشان میمطالعات پروتئومیکس . شوندمی
ي متعدد  در فرآیندهاh هاي نوعتیوردوکسین

ها تعدادي از اعمال آن. سلولی دخالت دارند
و رشد و نمو زنی بذر جوانهتحریک : عبارتند از

، محافظت سلول )Cazalis et al., 2006(گیاهک 
 ,Dos Santos and Rey(در برابر تنش اکسیداتیو 

2006 Meyer et al., 2008;(سازي ، غیرفعال
و ) Joudrier et al., 2005(هاي سمی پروتئین

هاي زنده و غیرزنده محافظت در برابر تنش
)Reichheld et al., 2002 Laloi et al., 2004; 

Park et al., 2009; .(هاي زیادي از تا کنون ژن
به . این خانواده مطالعه و گزارش شده است

عنوان مثال، بیان ویژه هشت ژن تیوردوکسین نوع 
h در گیاه آرابیدوپسیس )Arabidopsis 

thaliana ( مورد بررسی قرار گرفته و نشان داده
هاي ها در بافتشد که سطوح بیان این آیزوفرم

مختلف گیاه متفاوت بوده و در واکنش به عامل 
شوند بیماریزاي قارچی یکسان بیان نمی

)Reichheld et al., 2002 .(اي دیگر در مطالعه
 در گیاه آرابیدوپسیس در TRXh5بیان شد که ژن 

دگی، پیري، آلودگی با عامل بیماریزاي شاثر زخم
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قارچی و شرایط تنش اکسیداتیو به میزان زیادي 
 ,.Laloi et al(شود هاي مختلف القا میدر بافت

سازي و بیان متفاوت سه آیزوفرم همسانه). 2004
هاي  تحت تیمار با تنشhژن تیوردوکسین نوع 

در ) H2O2(و عامل اکسیداتیو ) NaCl(شوري 
 نشان داد که )Triticum aestivum (مبذور گند

الگوي بیان سه آیزوفرم در بذور تیمار شده 
همچنین، ). Cazalis et al., 2006(متفاوت است 

از  AtTrx-h3به نام  hیک تیوردوکسین نوع 
تحت آرابیدوپسیس گیاه  یولهاي سیتوزعصاره

شده و  سازي و همسانه جداسازي،تیمار گرمایی
  مربوطه مشخص شدهايلپس از تجزیه و تحلی

 عمدتاً از  کد شده توسط این ژن،که پروتئین
طریق فعالیت چپرونی موجب افزایش تحمل 

 Park et (شودمیآرابیدوپسیس گرمایی در گیاه 

al., 2009(.  

 
هاي کلروپلاستی توسط آنزیم احیاء تیوردوکسین. ها مسیرهاي مختلف احیاء تیوردوکسین-1شکل 

گیرد، در حالی که در میتوکندري و سیتوزول، انجام می) FTR(دوکسین ردوکتاز  تیور-فردوکسین
. شونداحیاء می) NTR( تیوردوکسین ردوکتاز - NADPHها توسط آنزیم تیوردوکسین
ین گلوتاردوکس/گلوتاتیونتوانند از طریق سیستم  میIII زیرگروه hهاي نوع تیوردوکسین
(GSH/Grx) نیز احیاء شوند )Gelhaye et al., 2005 .(GR : ،گلوتاتیون ردوکتازGSH : گلوتاتیون

  .گلوتاردوکسین: Grxگلوتاتیون اکسید شده، : GSSGدر وضعیت احیاء، 
Figure 1- Different pathways of Trxs reduction. The chloroplastic pathway involves 
ferredoxin-thioredoxin reductase (FTR). In mitochondria and cytoplasm, 
thioredoxins could be reduced by NADP thioredoxin reductase (NTR). The h-type 
Trxs from subgroup III could also be reduced via the glutathione/glutaredoxin 
(GSH/Grx) system (Gelhaye et al., 2005). GR: glutathione reductase, GSH: reduced 
form of glutathione, GSSG: oxidized form of glutathione, Grx: glutaredoxin. 
 

- با توجه به تنوع و دخالت تیوردوکسین

 در فرآیندهاي متعدد سلولی در hهاي نوع 
سازي و بررسی گیاهان، شناسایی، همسانه

ها خصوصیات بیوشیمیایی و ساختاري آن
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در این مطالعه . رسدضروري به نظر می
هاي کامل سازي توالیجداسازي و همسانه

cDNA کدکننده دو آیزوفرم تیوردوکسین نوع h 
از بافت حبه انگور عسکري در شرایط طبیعی 
انجام شده، سپس خصوصیات بیوشیمیایی و 

ها مورد بررسی و بینی شده آنساختاري پیش
شود همچنین نشان داده می. گیردمقایسه قرار می
هاي متفاوتی از ها به زیرگروهکه این آیزوفرم

  . تعلق دارندhهاي نوع تیوردوکسین
  

  هامواد و روش
   کلRNAاد گیاهی و جداسازي مو

 شیرین -ترشحله  در مرحبه بافت
)Veraison(عسکري  از گیاه انگور )Vitis 

vinifera L. cv. Askari( از مزارع انگور در ،
سازمان  تحقیقات انگور، وابسته به ایستگاه

، تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان قزوین
آوري ع جم)قزویناستان (  شهر تاکستانواقع در

 ها و جداسازي هسته پس از،همان محل در و
هاي  درون ورقه، گرم1 به مقدار توزین

ن ازت بندي شده و بلافاصله دروآلومینیومی بسته
منتقل و ها به آزمایشگاه نمونه. مایع تثبیت گردید

.  درجه سانتیگراد نگهداري شدند-80در دماي 
 کل از یک روش بهینه RNAجهت استخراج 

 مقیاس کوچک که تغییر یافته روش شده در
Reid باشد، استفاده شدمی) 2006( و همکاران .

 و ازت  چینیبا استفاده از هاونبافت مورد نظر 
  گرم1/0مایع به صورت پودر درآمده و به میزان 

 بافر استخراج ml 1 حاوي ml 2به یک تیوب 
)300mM Tris-HCl pH 8, 25mM EDTA pH 

8, 2% PVP, 2% CTAB, 2M NaCl, 2% β-
mercaptoethanol (ها به تیوب. اضافه گردید

گراد  درجه سانتی65دماي  دقیقه در 30مدت 
 دقیقه به 5حمام آب گرم قرار داده شده و هر 

، Techne-FVORTECE(آرامی ورتکس 
  وها دو مرتبهسپس پروتئین. گردیدند) انگلستان

ایزوآمیل الکل : با یک حجم برابر از کلروفرم
)v/v 24:1 (گردیده و لایه بالایی به جداسازي 

سدیم   حجم1/0و  دهشیک تیوب جدید منتقل 
 حجم ایزوپروپانول به آن 6/0 و M 3استات 
 -80 دقیقه در دماي 30 به مدت  سپسافزوده و
رسوب اسید .  نگهداري گردیدسانتیگراددرجه 

-Hettich(نوکلئیک به وسیله سانتریفیوژ 

D78532عتبا سر) ، آلمان rpm 14000 در 
آوري و در آب  جمع درجه سانتیگراد4دماي 

DEPCحجم لیتیوم 3/0 سپس.  حل گردید 
ها ها اضافه گردیده و تیوب به نمونهM 8کلراید 

گراد  درجه سانتی4  در دماي ساعت8-6به 
 کل به وسیله RNAسپس . نگهداري شدند

 4 در دماي rpm 14000سانتریفیوژ با سرعت 
 رسوب و با استفاده از الکل راددرجه سانتیگ

 DEPCآب  lµ 200و در شو شست% 70اتانول 
 کل RNAکمیت و کیفیت . شده حل گردید

استخراجی با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 
)Labomed- UVD3200در طول )، انگلستان 

 و الکتروفورز  نانومتر280 و 260، 230هاي موج
  .گرفتمورد بررسی قرار % 2/1ژل آگاروز 
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 cDNA  رشته اولسنتز

 gµ 5 با استفاده از cDNAرشته اول 
-RNase با آنزیم  شدهتیمار کل RNAمحلول 

free DNase I )Fermentas(بردار ، آنزیم نسخه
 RevertAidTM M-MuiV معکوس

)Fermentas(  هايآغازگروOligo (dT)18  
)Qiagen(ترکیب هر واکنش .  سنتز گردید

 pH (mM Tris-HCl 3/8 (شاملبرداري نسخه
50 ،mM KCl 50 ،mM MgCl2 4 ،mM 

dithiothreitol 10 ،ng Olig (dT)18 primer 
50 ،µM 500 از هر dNTPسر انجام و  

RevertAidTM M-MuLV RT units 200بود  .
- درجه سانتی42در دماي برداري واکنش نسخه

 به مدت یک ساعت انجام و عمل غیر گراد
در (RT) بردار معکوس هسازي آنزیم نسخلفعا

 دقیقه 10 به مدت گراد درجه سانتی70دماي 
 رشته اول  ازبدین ترتیب.  گرفتصورت

-RT به عنوان الگو در واکنش cDNAمولکول 

PCRاستفاده گردید  .  
  

  RT-PCR و واکنش طراحی آغازگرها
 با VvCxxS2 و VvTrxh4 هايتکثیر ژن

و  )Pfu )Fermentas آنزیم استفاده از
 طراحی شده براولیگونوکلئوتیدي هاي ازگرآغ

 :EST(توالی بیانی برچسب دار اساس 

CB348011  براي ژنVvTrxh4 و EST: 

EE089310 براي ژن VvCxxS2 ( شناسایی شده
آغازگرهاي .  انجام شدBLASTبا برنامه 

شامل سه نوکلئوتید اضافی و جایگاه اختصاصی 
 5′ در انتهاي BamHIشناسایی آنزیم برشی 

سنتز آلمان  Metabion  که توسط شرکتبودند
 µl 50 مخلوط واکنش در حجم نهایی .شدند

 pH (mM Tris-HCl 20 ،mM 8/8(حاوي 

(NH4)2SO4 10 ،mM KCl 10 ،mM MgSO4 

2، Triton X-100 1/0% ،mg/ml BSA 1/0 ،
µM 500 از هر dNTP ،pM 50 از هر آغازگر 

 25/1 الگو و ng 100 DNA، )رفت و برگشت(
 مورد Pfu DNA polymeraseواحد از آنزیم 

 با استفاده RT-PCRواکنش . استفاده قرار گرفت
ریزي از یک دستگاه ترموسایکلر قابل برنامه

)Techne-TC512چرخه 35 در )، انگلستان 
دمایی انجام شد که شرایط دمایی و زمانی هر 

 94مرحله واسرشتگی در دماي : چرخه شامل
 ثانیه، مرحله اتصال 30ت  به مدگراددرجه سانتی
 به مدت یک دقیقه گراد درجه سانتی58در دماي 

 به گراد درجه سانتی72و مرحله تکثیر در دماي 
همچنین مرحله . مدت یک دقیقه بود

 گراد درجه سانتی94واسرشتگی اولیه در دماي 
 دقیقه و مرحله تکثیر نهایی در دماي 3به مدت 

ه انجام  دقیق10 به مدت گراد درجه سانتی72
هاي اختصاصی مورد استفاده آغازگر. گرفت
5'- با توالی F4VTrxh آغازگر رفت شامل

ATGGCGGAAGAGGGACCATGGTAC
CAA-3' آغازگر برگشتو  VTrxh4Rبا توالی  

-'5
TCAAGCAGTTGCATGCCATGGATC

CTTCT-3'  ژن براي تکثیرVvTrxh4 آغازگر  و
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5'- با توالی F2VCxxS رفت

GAGATGGAAAATCAGGGATCCTAC
CCG-3 آغازگر برگشت و VCxxS2Rبا توالی  

-'5
CTAGGCTACATACACGGATCCATC

GCGAAA-3'براي تکثیر ژن VvCxxS2 بود .  
  

 DNA یابی و توالیهمسانه سازي

آگارز  روي ژل RT-PCR تمحصولا
الکتروفورز گردیده، سپس قطعات تکثیر % 8/0

 از bp 381 و bp345   مورد نظرهايشده با اندازه
با استفاده از کیت استخراج بریده شده و روي ژل 

 GF-1 PCR Clean Up Kitاسید نوکلئیک 
)Vivantis(قطعات خالص. سازي شدند خالص -

 pUC19و ناقل پلاسمیدي سازي شده 
)Fermentas ( برشیتوسط آنزیم BamHI 
)Fermentas (واکنش اتصال با   وههضم گردید

 )T4 )Fermentas لیگاز DNAاستفاده از آنزیم 
به طور محصول واکنش اتصال  .انجام گرفت

 براي  از روش شوك حرارتیا استفاده و بمستقیم
باکتري اشریشیاکلی  هاي مستعدسلولتراریزش 

)Escherichia coli( سویه DH5α مورد استفاده 
محیط کشت  روي گريپس از غربال. قرار گرفت

-X، سیلینبیوتیک آمپی حاوي آنتیSOBجامد 

gal و IPTG، استفاده از با  پلاسمیدهاي نوترکیب
گردیده استخراج  SDS بایی ا قلیروش تحلیل

)Sambrook and Russell, 2001(  و با استفاده
 GeneJETTM Plasmid Miniprep Kitاز کیت 

)Fermentas(توالی . شدند وتغلیظسازي خالص 

با استفاده از  DNAنوکلئوتیدي قطعات 
 در دو جهت T7فاژ انداز باکتریوراهآغازگرهاي 

یابی  روش توالیبا  ورفت و برگشت
Dideoxynucleotide توسط شرکت Seqlab 

)Sequence Laboratories Gottingen(آلمان  
  قرارگیري لازم به ذکر است که جهت.انجام شد

 ناقل پلاسمیدي درسازي شده ژن همسانه
pUC19 با استفاده از هضم آنزیمی با آنزیم برشی 

HinfI) Fermentas (تعیین گردید نیز.  
  

  بررسی توالی
هاي خصوصیات بیوشیمیایی پروتئین

، ProtParamهاي بدست آمده با استفاده از برنامه
TMHMM ،ProtScale  وPSORT 

)http://www.expasy.ch/tools/ ( مورد بررسی
ها به همچنین ساختار دوم پروتئین. قرار گرفت

 PSIpredوسیله برنامه 
)bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred ( و ساختار سوم
 SWISS-MODELهاي با استفاده از برنامهها آن

 Swiss PDB-viewerو 
)http://www.expasy.ch/tools/ (تعیین گردید .

-  تیوردوکسینبا استفاده ازنیز درخت فیلوژنتیکی 

، درخت صنوبرسیس، گیاهان آرابیدوپ hهاي نوع 
 و به کمک لزاانگور، گندم، جو، برنج، سویا و ک

 ClustalWافزار نرم
)http://ClustalW.genome.ad.jp (شدساخته . 

 هاي پروتئینی موجود درشماره دستیابی توالی
NCBI  که براي ساخت درخت فیلوژنتیکی مورد
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آرابیدوپسیس : استفاده قرار گرفتند، عبارتند از
)Arabidopsis thaliana:( At1) At3g51030( ،

At2) At5g39950(، At3) At5g42980( ،At4 
)At1g19730( ،At5) At1g45145( ،At7 
)At1g59730( ،At8) At1g69880( ،At9 
)At3g08710( ،AtCxxS1) At1g11530( ،

AtCxxS2) At2g40790( ،AtCxxC2 
)At3g56420( درخت صنوبر؛) Populus 

trichocarpa :(Pt1) AF483625( ،Pt2 
)AF483266( ،Pt3) BU822062( ،Pt4 
)BU835000( ،Pt5) BU869308( ،PtCxxS1 
)CA823821( ،PtCxxS3) BU874060(نگور ؛ ا
)Vitis vinifera( :Vv1) HM370524( ،Vv2 
)HM370525( ،Vv3) HM370526( ،Vv5 
)CF513794( ،Vv6) CB004453( ،VvCxxS1 
)EU280164( گندم ؛)Triticum aestivum :(

Ta1) CD886902( ،Ta2) CD892602( ،Ta3 
)BJ210524( ،Ta4 (CD894811) ،Ta5 

(AF438359) ؛ جو)Hordeum vulgare :(Hv1 
)AY245454( ،Hv2) AY245455( ،Hv3 

(BI960260) ،Hv4 (AF435815) ؛ برنج
)Oryza sativa :(Os1) Q42443( ،Os2 

(Q9FRT3) ،Os5 (AF435817) ،OsCxxS 
(NP_001053968) ؛ سویا)Glycine max :(

Gm1) AI461219( ،Gm2 (BI699372) ،Gm4 

(BM188930) ،Gm5 (CA799351) ،
GmCxxS1 (ACU19593) ،GmCxxS2 

(ACU14856) کلزا ؛)Brassica napus :(Bn1 
)U59379( ،Bn2) U59380.(  

  
  نتایج و بحث

 توالی و مقایسه خصوصیات بیوشیمیایی بررسی
  VvCxxS2و  VvTrxh4هاي پروتئین

 cDNAسازي قطعات جداسازي و همسانه
  VvCxxS2و  VvTrxh4هايیوردوکسینکننده تکد

ثبت شده در پایگاه توالی نوکلئوتیدي (
GenBankهاي دستیابی ، به ترتیب با شماره

HM370527 و HM370528(  با استفاده از
نتایج هضم آنزیمی .  انجام شدRT-PCR روش

  VvTrxh4 نشان داد که ژنHinfIبا آنزیم برشی 
  در جهتVvCxxS2 در جهت معمولی و ژن

-  همسانهpUC19عکس روي ناقل پلاسمیدي 

یابی مطابقت دارد اند که با نتایج توالیسازي شده
بررسی توالی نوکلئوتیدي نشان داد که ). 2شکل (

سازي شده هاي همسانهژنچارچوب خواندنی 
VvTrxh4 و VvCxxS2 به ترتیب  bp345 و bp 

آغاز  ATGبا کدون  ژن  و هر دو طول داشته381
 و TGA هاي کدوناما به ترتیب با، شوندمی

TAG3شکل  (یابند خاتمه می .(  
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  )A( الف

 
  )B( ب

 
الکتروفورز ژل  و pUC19-VvCxxS2 و pUC19-VvTrxh4هاي نوترکیب ساختار ناقل -2شکل 
م آنزیمی با سازي شده با استفاده از هضهاي همسانه درصد به منظور تعیین جهت ژن5/1آگارز 

 به ترتیب pUC19-VvCxxS2 و pUC19-VvTrxh4هاي نوترکیب ناقل) الف. HinfIآنزیم برشی 
سازي  در جهت عکس روي جایگاه همسانهVvCxxS2 در جهت معمولی و ژن VvTrxh4حاوي ژن 
 و lacZهاي ، ژن)pMB1(برداري ناقل نوترکیب توالی مسؤل رونوشت. باشندمی) MCS(چندگانه 

هاي نوترکیب نشان داده سازي چندگانه روي ناقلو جایگاه همسانه) ApR(سیلین مت به آمپیمقاو
 4سازي در جهت معمولی منجر به تولید دهد که همسانه نشان میهضم آنزیمینتیجه ) ب. اندشده

پلاسمید ) Kb 1 ،1نشانگر مولکولی ) M. کند باند تولید می5باند شده و در جهت عکس 
پلاسمید نوترکیب ) HinfI ،3پلاسمید غیرنوترکیب هضم شده با آنزیم ) 2ب هضم نشده، غیرنوترکی

پلاسمید نوترکیب هضم شده ) 4 در جهت معمولی، VvTrxh4 حاوي ژن HinfIهضم شده با آنزیم 
  . در جهت عکسVvCxxS2 حاوي ژن HinfIبا آنزیم 

Figure 2- The structure of recombinant vectors of pUC19-VvTrxh4 and pUC19-
VvCxxS2 and 1.5% agarose gel electrophoresis to determine the direction of cloned 
genes using enzymic digestion with HinfI. (A) The recombinant vectors of pUC19-
VvTrxh4 and pUC19-VvCxxS2 contain the VvTrxh4 gene in correct direction and 
VvCxxS2 gene in reverse direction on Multiple Cloning Site (MCS), respectively. The 
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pMB1 sequence, lacZ gene, ApR gene, and MCS have been revealed on recombinant 
vectors. (B) The enzymic digestion displays that cloning in correct and reverse 
directions products 4 and 5 bonds, respectively. M) 1 Kb DNA ladder, 1) The non-
digested pure plasmid, 2) The pure plasmid digested with HinfI, 3) The recombinant 
plasmid containing the VvTrxh4 gene in correct direction and digested with HinfI, 4) 
The recombinant plasmid containing the VvCxxS2 gene in reverse direction and 
digested with HinfI. 
 

  
  )A( الف

  
  )B( ب

کادرهاي آبی . VvCxxS2ژن )  و بVvTrxh4ژن ) توالی نوکلئوتیدي و پروتئینی الف -3شکل 
هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول، کادرهاي قرمز تیره رنگ رنگ نشان دهنده موتیف

همچنین . باشندنشان دهنده جایگاه فعال و کادر نارنجی رنگ شامل اسید آمینه تریپتوفان ویژه می
هاي سبز و قرمز روشن نشان ها، به ترتیب با رنگهاي آغاز و پایان چارچوب باز خواندنی ژنکدون

  . اندداده شده
Figure 3- The nucleotide and protein sequences of (A) VvTrxh4 and (B) VvCxxS2 
genes. The potential structural motifs involved in cell-to-cell transfer (blue boxes), the 
active site (red boxes), and the characteristic tryptophan residue (orange box) are 
distinguished. The initiation and termination codons of ORFs have been also 
indicated in green and red, respectively. 

  
بررسی خصوصیات بیوشیمیایی 

هاي بدست آمده با استفاده از برنامه روتئینپ
ProtParam نشان داد که وزن مولکولی 

بینی شده محاسبه شده و نقطه آیزوالکتریک پیش
 اسیدآمینه، به ترتیب 114 با VvTrxh4پروتئین 

 بوده، در حالی 22/5 کیلودالتون و 76/12برابر 
 اسیدآمینه داراي 126 با VvCxxS2که پروتئین 
 کیلودالتون و 25/14ولی محاسبه شده وزن مولک

. باشد می68/4بینی شده نقطه آیزوالکتریک پیش
هایی پایدار، ها پروتئینبه طور کلی تیوردوکسین
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-با نیمه عمر بالا و مقاوم در برابر حرارت می

شاخص ). Gelhaye et al., 2005(باشند 
ها  پایداري آن میزانگرناها بیپروتئینناپایداري 

-باشد به طوري که پروتئین میله آزمایشدر لو

هاي  جزء پروتئین40هایی با شاخص کمتر از 
 ,.Gasteiger et al (شوندبندي میپایدار تقسیم

 VvTrxh4 پروتئینشاخص ناپایداري . )2005
، اما این  محاسبه گردید56/32در حدود 

 55/39معادل  VvCxxS2شاخص براي پروتئین 
 پروتئین پایداري نسبی تعیین گردید که حاکی از

VvTrxh4 پروتئین  نسبت بهVvCxxS2می -

به وجود یک اسیدآمینه حفظ  با توجه .باشد
-در انتهاي آمینوي پروتئین) Met(ونین شده متی

ها ، نیمه عمر آنVvCxxS2 و VvTrxh4هاي 
 30در حدود ) in vitro(در محیط درون شیشه 
 ,.Gasteiger et al (ساعت محاسبه گردید

 )Aliphatic(  آلیفاتیکهمچنین شاخص .)2005
به عنوان یک عامل مهم به منظور برآورد که 

  می باشدها در برابر حرارتمقاومت پروتئین
)Kim et al., 2008( ،هاي براي پروتئین

VvTrxh4 و VvCxxS2  به ترتیب معادل
محاسبه گردید که نشان دهنده  59/86 و 32/91

و به طور کلی ها این پروتئینمقاوم بودن 
 باشدها در برابر حرارت میتیوردوکسین

)Gelhaye et al., 2004, 2005( . ضریب
 nm در طول موج VvTrxh4خاموشی پروتئین 

 در محیط آب، در حالت اکسید شده در 280
 در حالت احیاء شده برابر  و303/1حدود 

 تعیین گردید، در حالی که این مقادیر 294/1
 به ترتیب معادل VvCxxS2براي پروتئین 

این اختلاف به دلیل . باشد می086/1 و 095/1
باشد به ها میتفاوت در توالی جایگاه فعال آن

 VvTrxh4پروتئین نحوي که در جایگاه فعال 
جایگاه در دو اسیدآمینه سیستئین قرار دارد، اما 

 تنها یک اسیدآمینه VvCxxS2فعال پروتئین 
 ,.Gasteiger et al(وجود دارد سیستئین 

بینی موقعیت زیرسلولی این پیش. )2005
 نشان داد که PSORT با برنامه هاپروتئین

 که hهاي نوع برخلاف تعدادي از تیوردوکسین
شان درون میتوکندري، هسته و محل فعالیت

 ,.Gelhaye et al(شبکه آندوپلاسمی است 

 VvCxxS2 و VvTrxh4 هايپروتئین، )2004
ها ده و محل فعالیت آناز نوع سیتوپلاسمی بو

 . باشددرون سیتوزول می

هاي اي و موتیفمقایسه توالی اسیدآمینه
 و VvTrxh4هاي ساختاري پروتئین

VvCxxS2  
داراي یک جایگاه  VvTrxh4پروتئین 

-WCGPC )Trp-Cys39-Gly-Proفعال معمول 

Cys42(  این  که باشدمیبا دو اسیدآمینه سیستئین
 III و I ،II سه زیرگروهدر هر توالی حفظ شده 
ه شود، ب مشاهده میhهاي نوع از تیوردوکسین

، Vv1هاي طوري که در گیاه انگور، آیزوفرم
Vv2  وVv3  از زیرگروهIآیزوفرم ، Vv5 از 

 III از زیرگروه Vv6آیزوفرم  و IIزیرگروه 
. باشند میWCGPCداراي جایگاه فعال 
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، پروتئین VvTrxh4برخلاف پروتئین 
VvCxxS2 داراي یک جایگاه فعال غیرمعمول 

WCxxS) Trp-Cys45-Ile-Pro-Ser (باشدمی 
 III زیرگروه hهاي نوع که تنها در تیوردوکسین

 و به طور VvTrxh4پروتئین . شودمشاهده می
 WCGPC با جایگاه فعال هاکلی تیوردوکسین

 در جایگاه Cysبه علت داشتن دو اسیدآمینه 
- شده یک پیوند ديفعال خود، در حالت اکسید

دهند که در آرایش فضایی سولفیدي تشکیل می
زدگی از سطح پروتئین خارج به شکل بیرون

 NTRشده و در معرض حمله نوکلئوفیلی آنزیم 
 ,.Spyrou et al (شودقرار گرفته و احیاء می

در حالت احیاء . )Joudrier et al., 2005؛ 1997
هاي  در فعالیتCysشده، هر دو اسیدآمینه 
ها دخالت نموده و کاتالیتیکی تیوردوکسین

سولفیدي در موجب احیاء پیوندهاي دي
 وجود  حالبه هر. شودهاي هدف میپروتئین

هاي واقعی سولفیدي در تیوردوکسینپیوند دي
WCGPC شود که ضریب خاموشی موجب می

 شده و توسط آنزیم -mv 290ها در حدود آن
NTRاحیاء شوند ) Gelhaye et al., 2005(. در 

 مشابه با VvCxxS2پروتئین مقابل، 
به دلیل فقدان  CxxS  ناهنجارهايتیوردوکسین

 در جایگاه فعال و عدم Cys اسیدآمینه دومین
سولفید، داراي ضریب پیوند ديتشکیل 

 بوده و در نتیجه -mv 200خاموشی در حدود 
 عمل WCGPCهاي واقعی همانند تیوردوکسین

 احیاء NTRآنزیم نند توسط توانکرده و نمی

ها توسط این گروه از تیوردوکسین. شوند
شوند گلوتاتیون احیاء می/سیستم گلوتاردوکسین

)Gelhaye et al., 2003.( تمام تیوردوکسین-

اند، داراي  که تاکنون شناسایی شدهhهاي نوع 
 که یک باشندیک اسیدآمینه تریپتوفان ویژه می

 nm 290موج  در طول UVحداکثر جذب نور 
 ,.Gelhaye et al(دهد ها میرا به تیوردوکسین

در این اسیدآمینه تریپتوفان ویژه، ). 2004
 به ترتیب VvCxxS2 و VvTrxh4هاي پروتئین

 .شود مشاهده می22 و 16 هايدر موقعیت
 نشان داد که هر TMHMMها با برنامه بررسی

هاي خارج سلولی بوده دو پروتئین جزء پروتئین
توانند انتقال پلاسمودسمایی داشته باشند میو 

هایی در انتهاي که براي این انتقال به موتیف
 باشندآمینو و انتهاي کربوکسیل نیازمند می

)Ishiwatari et al., 1998 ؛Meng et al., 

و  VvTrxh4پروتئین در انتهاي آمینوي . )2010
 انگور، I زیرگروه hهاي نوع سایر تیوردوکسین

 آن در انتهاي کربوکسیل و MAEE یفموتیک 
موتیف نیز یک ، Vvh3 و Vvh2هاي و آیزوفرم

KREEموتیفدر حالی که  .شود مشاهده می-

هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول 
 نسبت به آنچه که در VvCxxS2در پروتئین 

- مشاهده شد، متفاوت میVvTrxh4پروتئین 

وي آن یک باشد، به طوري که در انتهاي آمین
 و در انتهاي کربوکسیل، MENQEموتیف 
  .دگرد  مشاهده میNPDEموتیف 
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مولکولی  مدلسازي و بررسی ساختار دوم
  VvCxxS2 و VvTrxh4 هايپروتئین

هاي پروتئین بررسی ساختار دوم
VvTrxh4 و VvCxxS2 با استفاده از برنامه 
PSIpred )هانشان داد که این پروتئین) 4شکل 

 صفحه 5ها، حاوي لی تیوردوکسینطور که و ب
β مارپیچ 4 و α که به ترتیبمی باشند  

β1α1β2α2β3α3β4β5α4  بعدي دودر ساختار
 ,.Peterson et al (گیرندپروتئین قرار می

% 51/53 شامل VvTrxh4پروتئین . )2005
-اسیدآمینه آب% 49/46دوست و اسیدآمینه آب

و % 79/50 ،به طور مشابه. باشدگریز می
 ، به ترتیب راVvCxxS2پروتئین % 21/49

گریز تشکیل دوست و آباسیدهاي آمینه آب
-توزیع اسیدهاي آمینه در بین مارپیچ. دهدمی

 و نواحی مارپیچ پیچیده در β، صفحات αهاي 
پروتئین . باشدهر دو پروتئین تقریباً مشابه می

VvTrxh4 مارپیچ % 11/42 حاويα، 82/29 %
بوده و یچ پیچیده مارپ% 07/28 و βصفحه 
 ،αمارپیچ % 10/38 نیز از VvCxxS2پروتئین 

مارپیچ پیچیده % 71/35 و βصفحه % 19/26
، بلندترین βدر بین صفحات . تشکیل شده است

 8با  β5  و β4 صفحه مربوط به صفحات
ترین صفحه مربوط به صفحه اسیدآمینه و کوتاه

β1 هاي  در بین مارپیچو اسیدآمینه 3 باα ،
ترین مارپیچ به ترتیب مربوط رین و کوتاهبلندت
  اسیدآمینه7 و 6 با α3 اسیدآمینه و 16 با α2به 

همان طور که در . باشد میدر هر دو پروتئین
در جایگاه فعال توالی  ،شود مشاهده می3شکل 

انتهاي کربوکسیل صفحه مابین هر دو پروتئین 
β2 و انتهاي آمینوي مارپیچ α2،قرار گرفته  

 چهارمین اسیدآمینه تریپتوفان ویژهمینه آاسید
 هاي را تشکیل داده و موتیفα1مارپیچ 
گیر در انتقال سلول به سلول، شامل  درساختاري

موتیف انتهاي آمینو و انتهاي کربوکسیل، به 
بین ترتیب درون اولین ساختار مارپیچ پیچیده و 

بررسی  .اند قرار گرفتهα4 و مارپیچ β5صفحه 
و  VvTrxh4 هايبعدي پروتئینساختار سه
VvCxxS2 هاي برنامهبوسیله Swiss-MODEL 

  با استفاده از، به ترتیبSwiss PDB-viewerو 
 از At1 هايساختار کریستالی آیزوفرم

 در 1xflAبا شماره دستیابی (آرابیدوپسیس 
با شماره دستیابی ( از جو Hv1و ) PDBپایگاه 
2vlvB  در پایگاهPDB ( به عنوان یک نمونه

 به β5 و β1 ،β2 ،β3صفحات نشان داد که 
 به صورت غیر β4 و صفحه جهتهمصورت 

گیرند که یک ، طوري کنار هم قرار میجهتهم
دار مرکزي را تشکیل داده و توسط نصفحه چی

 این ).4شکل (شوند  احاطه میαهاي مارپیچ
خوردگی  تاب پیچ ودهی به عنواننوع سازمان

) Thioredoxin Fold(ها مختص تیوردوکسین
 براي فعالیت جایگاه فعال بسیار و شناخته شده

    ).Jacquot et al., 1997(ضروري است 
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  )A (الف

 
  )B (ب

 با استفاده از برنامه VvCxxS2)  و بVvTrxh4) هاي الفساختار دوبعدي پروتئین -4شکل 
PSIpred .هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول و اسیدآمینه تریپتوفان جایگاه فعال، موتیف

  .اندهاي قرمز، آبی و نارنجی نشان داده شدهویژه به ترتیب با رنگ
Figure 4- The secondary structure of (A) VvTrxh4 and (B) VvCxxS2 proteins using 
PSIpred program. The active site, the potential structural motifs involved in cell-to-
cell transfer, and the characteristic tryptophan residue have been indicated in red, 
blue, and orange, respectively. 

  
اطراف  در αهاي نحوه آرایش مارپیچ

باشد که اي می به گونهβصفحات مرکزي 
- در یک طرف و مارپیچα3 و 1αهاي مارپیچ

 β نیز در طرف دیگر صفحات 4α و α2هاي 
 در 4α و 1α ،α2هاي مارپیچ. قرار دارند

 قرار βوضعیت موازي با یکدیگر و صفحات 
 به صورت عمود α3داشته در حالی که مارپیچ 

.  واقع شده استβ و صفحات αهاي بر مارپیچ
زدگی اسیدهاي آمینه جایگاه فعال به شکل بیرون

 و آغاز مارپیچ β2در انتهاي کربوکسیل صفحه 
α2اند به طوري که اسیدآمینه  قرار گرفتهCys39 

- در واکنش ديCys42نسبت به اسیدآمینه 

سولفید، بیشتر در معرض حمله دي/تیول
). Spyrou et al., 1997(نوکلئوفیلی قرار دارد 

شود،  مشاهده می5همان طور که در شکل 

 بیشترین تماس را با محیط آبی αهاي مارپیچ
امکان از  تا حدβ در حالی که صفحات ،داشته

این طرز قرارگیري . ندامحیط آبی فاصله گرفته
اي بعدي به ماهیت اسیدآمینهدر فضاي سه

-ها و صفحات مربوط میتشکیل دهنده مارپیچ

 بیشتر از βصفحات  شود، به نحوي که
 از αهاي گریز و مارپیچاسیدهاي آمینه آب
در . انددوست تشکیل شدهاسیدهاي آمینه آب

% 82/58 شامل β صفحات VvTrxh4پروتئین 
 حاوي αهاي  مارپیچگریز وینه آباسیدآم

باشند و به  میدوستاسیدآمینه آب% 50/62
 βصفحات ، VvCxxS2  پروتئینطور مشابه، در

هاي گریز و مارپیچاسیدآمینه آب% 64/63شامل 
α هستنددوستاسیدآمینه آب% 17/54 حاوي . 

جایگاه فعال، اسیدآمینه تریپتوفان ویژه و سایر 
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هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به موتیف
 VvCxxS2 و VvTrxh4هاي در پروتئینسلول 

- نشان داده شده5به صورت مشخص در شکل 

  نتایج حاصلهسایره با نتایج بدست آمد. اند
؛ Peterson et al., 2005(باشد مشابه می

Maeda et al., 2003.(  

      
  )B (                                              ب)A(  الف

هاي برنامه با استفاده از VvCxxS2)  و بVvTrxh4) هاي الف بعدي پروتئینساختار سه -5شکل 
SWISS-MODEL و Swiss PDB-viewer .هاي مارپیچα صفحات ،β و نواحی مارپیچ پیچیده به 

همچنین اسیدهاي آمینه جایگاه فعال، . باشندبعدي قابل مشاهده میطور مشخص در ساختارهاي سه
اسیدهاي آمینه موجود در موتیف هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول و اسیدآمینه 

- نحوه تشکیل پیوند دي. اند قرمز، آبی و نارنجی نشان داده شدههايتریپتوفان ویژه به ترتیب با رنگ

 الف قابل -5 نیز در شکل VvTrxh4سولفیدي بین دو اسیدآمینه سیستئین جایگاه فعال پروتئین 
  .باشدمشاهده می

Figure 5- The 3D structure of (A) VvTrxh4 and (B) VvCxxS2 proteins using SWISS-
MODEL and Swiss PDB-viewer programs. The α-helices, β-sheets, and coiled coil 
regiones are distinguished in the 3D structures. The residues in the active site 
sequence, the potential structural motifs involved in cell-to-cell transfer, and the 
characteristic tryptophan residue have been also indicated in red, blue, and orange 
respectively.  

  
  ها آیزوفرمفیلوژنتیکی بررسی

هاي بررسی فیلوژنتیکی آیزوفرم
VvTrxh4 و VvCxxS2هاي نوع  با تیوردوکسین

h ،گیاهان آرابیدوپسیس، درخت صنوبر، انگور 
به روش گندم، جو، برنج، سویا و کلزا 

Unrooted-Neighbor Joining با استفاده از نرم 
ها به  نشان داد که تیوردوکسینClustalWافزار 

بندي شده،  تقسیمIII و I ،IIسه زیرگروه بزرگ 
 و I به زیرگروه VvTrxh4به طوري که آیزوفرم 

  تعلق دارندIII به زیرگروه VvCxxS2آیزوفرم 
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- با بررسی) 2005 (.Gelhaye et al. )6شکل (

هاي  نشان دادند که تیوردوکسینکیهاي فیلوژنتی
 بر اساس توالی اولیه پروتئینی و موقعیت hنوع 

زیرسلولی به سه زیرگروه مختلف و هر زیرگروه 
. شوندبندي میبه چند کلاس متفاوت تقسیم

 با جایگاه )I) hI زیرگروه hهاي نوع تیوردوکسین
سیتوزولی بوده و بدلیل ، WC[G/P]PCفعال 

 ساختاري درگیر در انتقال هايداشتن موتیف
سلول به سلول، در تنظیم ردوکس ترکیبات بافت 
آوندي دخالت داشته، و قبل از انتقال از طریق 
پلاسمودسماتا به درون عناصر آوند آبکش، در 

- هاي جانبی بافت آوند آبکشی سنتز میسلول

). Gelhaye et al., 2004, 2005(شوند 
 IC و IA ،IB به سه کلاس hIهاي تیوردوکسین

 به VvTrxh4شوند که آیزوفرم بندي میتقسیم
 انگور به Vv3 و Vv1 ،Vv2هاي همراه آیزوفرم

 IC و IBهاي کلاس.  تعلق دارندIAکلاس 
هایی از گیاهان علاوه بر تیوردوکسین

هایی از آرابیدوپسیس و کلزا، شامل تیوردوکسین
هاي موجود در تیوردوکسین. باشندغلات نیز می

 توالی پروتئینی خود، 101، در موقعیت IB کلاس
 R ،K(دوست یا باردار داراي یک اسیدآمینه آب

باشند، در حالی که اسیدآمینه موجود در می) Nیا 
هاي موقعیت مشابه توالی پروتئینی تیوردوکسین

) M یا A ،I(گریز ، یک اسیدآمینه آبICکلاس 
 این اسیدآمینه به عنوان اولین اسیدآمینه. است

 بوده که براي انتقال RKDDموتیف ساختاري 
- پروتئین از طریق پلاسمودسماتا بسیار حیاتی می

نکته جالب در ). Gelhaye et al., 2005(باشد 
 این VvCxxS2 و VvTrxh4هاي مورد آیزوفرم

هاي ها به زیرگروهاست که با اینکه این آیزوفرم
تعلق دارند، اما اسیدآمینه موجود در متفاوتی 

مشابه با  (ها آن توالی پروتئینی100قعیت مو
، مشابه با )IC و IBهاي  کلاس101موقعیت 

 بوده و به ترتیب یک IBهاي کلاس تیوردوکسین
دوست و یک اسیدآمینه آب) K(اسیدآمینه باردار 

)N (هاي نوع تیوردوکسین. باشدمیh زیرگروه II 
)hII ( با جایگاه فعالWCGPC داراي یک ،

 ,.Gelhaye et al(ینو با طول زیاد بوده انتهاي آم

 انگور و Vv5و شامل آیزوفرم ) 2004
 آرابیدوپسیس At8 و At2 ،At7هاي تیوردوکسین

هاي سومین زیرگروه از تیوردوکسین. باشدمی
-  تقسیمIIIB و IIIAبه دو کلاس ) h) hIIIنوع 

کلاس ): Gelhaye et al., 2005 (شوندبندي می
IIIAهایی با جایگاه فعال ین شامل تیوردوکس

 انگور Vv6، از قبیل آیزوفرم WCGPCمعمول 
- بوده و داراي یک انتهاي آمینو با طول زیاد می

باشند که در موقعیت چهارم خود، یک اسیدآمینه 
Cysدهد زایی نشان میهاي جهشآزمایش.  دارند

 Cysکه این اسیدآمینه به همراه دو اسیدآمینه 
 در واکنش کاتالیتیکی با موجود در جایگاه فعال،

کلاس . دخالت دارند) Grxs(ها گلوتاردوکسین
IIIBهاي ناهنجار  نیز از تیوردوکسینCxxS 

- ها میاز جمله این تیوردوکسینو تشکیل شده 

 VvCxxS2 و VvCxxS1هاي توان به آیزوفرم
بررسی فیلوژنتیکی . )6شکل ( انگور اشاره نمود
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 hهاي نوع بندي تیوردوکسیندر مورد تقسیم
گیاهان آرابیدوپسیس، درخت صنوبر، انگور، 

، مشابه با نتایج گندم، جو، برنج، سویا و کلزا
  ).Gelhaye et al., 2004, 2005 (باشدموجود می

با توجه به تنوع، گستردگی و دخالت 
ها در فرآیندهاي متعدد سلولی در تیوردوکسین

سازي، گیاهان، شناسایی، جداسازي، همسانه
-  بررسی بیان آیزوفرم،ی فعالیت کاتالیتیکیبررس

 و RNAهاي مختلف تیوردوکسین در سطح 
 گیاهان زراعی و هاي مختلفپروتئین در بافت

باغی و انتقال به گیاهان مدل و بررسی فعالیت 
- می توصیه هاي زنده و غیرزندهها تحت تنشآن

- شود تا بتوان اطلاعات بیشتري از این پروتئین

وان و مقاوم در برابر حرارت هاي کوچک، فرا
هاي بدست آورده و گیاهانی متحمل به تنش

  . محیطی تولید نمود
  اريزسپاسگ

نویسندگان مراتب تشکر و قدردانی خود 
 سازمان را از همکاري صمیمانه مدیریت محترم

استان قزوین، تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی 
جناب آقاي دکتر نوري و مدیریت محترم مرکز 

دکتر ایان قیقات انگور تاکستان، جناب آقتح
 که ما مهندس رسولی و مهندس فدائینجاتیان، 

- ابراز میبرداري یاري نمودند،  در امر نمونهرا

  .دارند

  
 به منظور نشان دادن ClustalWافزار  درخت فیلوژنتیکی رسم شده با استفاده از نرم-6شکل 

 گیاهان hهاي نوع  با استفاده از تیوردوکسینVvCxxS2 و VvTrxh4هاي زیرگروه و کلاس ژن
ها در بخش مواد و شماره دستیابی ژن. آرابیدوپسیس، انگور، صنوبر، گندم، برنج، جو، سویا و کلزا

  .ها آورده شده استروش
Figure 6- The phylogenetic tree constructed using ClustalW software to demonstrate 
the subgroup and subclass of the VvTrxh4 and VvCxxS2 genes with h-type Trxs from 
Arabidopsis, grape, poplar, wheat, rice, barely, soybean, and casteroil plants. 
Accession numbers are given in materials and methods. 
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Abstract 
Thioredoxins (Trxs) are small heat-stable proteins that participate in dithiol-disulfide 
exchange reactions. In contrast to other organisms, plants contain six different Trx types: f, 
m, x, y, o and h. The h-type Trx consists of multiple forms that involved in different 
processes such as cellular protection against oxidative, biotic and abiotic stresses. Two 
thioredoxin h-type genes, called VvTrxh4 and VvCxxS2, were isolated of grape (Vitis 
vinifera L. cv. Askari) berry tissue and were cloned into pUC19 plasmid vector. Reverse 
transcription was carried out using Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), to analyze 
biochemical, structural and phylogenetic characteristics. Nucleotide sequence analysis 
revealed that the open reading frame of VvTrxh4 and VvCxxS2 genes are 345 bp and 381 
bp long, respectively and encode for proteins of 114 and 126 amino acid residues, 
respectively. Protein sequence analysis showed that VvTrxh4 gene contains a typical 
catalytic site WCGPC, whereas VvCxxS2 gene harbors the non-typical active site WCIPS. 
The calculated molecular mass and the predicted isoelectric point of the deduced 
polypeptides for both VvTrxh4 and VvCxxS2 were 12.76 kDa and 5.22, and also 14.25 
kDa and 4.68, respectively. Structural analysis showed that deduced proteins contain a 
identical 3D structure, whereas phylogenetic study of cloned genes with thioredoxin from 
other plants revealed that these genes are belonging to different subgroups. In the present 
research project, VvTrxh4 gene belongs to class IA, while VvCxxS2 gene belongs to class 
IIIB from h-type thioredoxins. 
Key words: Biochemical characteristics, Cloning, Grape, Phylogenetic, Thioredoxin. 
 
 
 
 

  
 

                                                
∗ Corresponding author: R. Haddad          Tel: 02818371165          E-mail: raheemhaddad@yahoo.co.uk 

214 bp 


