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ژن سيتوكروم اكسيداز   Iزير واحد  ماتيكيربيوانفو آناليزهاي سازي و  همسانهجداسازي ، 
C در مركبات 

  1و نادر حسن زاده3، مسعود توحيدفر*2،مريم غايب زمهرير1علي عباسي
  گروه بيماري شناسي گياهي دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي، ،ايران، تهران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات 1

  بخش تحقيقات بيماريهاي گياهيمؤسسه تحقيقات گياهپزشكي كشور،  ايران، تهران، سازمان تحقيقات آموزش و ترويج كشاورزي، 2
  گروه بيوتكنولوژي ،دانشكده علوم زيستي و زيست فنĤوري ،دانشگاه شهيد بهشتي ايران، تهران، 3

  16/11/96 :پذيرشتاريخ     3/4/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي هوازي است پروكاريوتهاپلاسمايي  يو غشا يوكاريوتهاداخلي ميتوكندري  يكمپلكس پروتئيني در غشا، cسيتوكروم اكسيداز
 زير واحد 3در ساختار خود  cسيتوكرم اكسيداز. كندانتقال الكترون به اكسيژن ايفاي نقش ميچرخه كه به عنوان آخرين آنزيم در 

به اين منظور . بررسي شد  sciencesCitrus پرتقال  سيتوكروم سي اكسيداز متعلق به 1زير واحد  مطالعهدر اين  .دارد) 3و  2،1(
فروت، پرتقال، بر روي گريپ cDNA-AFLPبر اساس تواليهاي حاصل از مطالعه قبلي   آغازگرهاي اختصاصي طراحيپس از 

انتخاب . همسانه شد  pGEM-T پلاسميد در تكثير شد و  PCR نظر با روش، ژن مورد ليمو ترش، نارنگي و سلطان مركبات
بررسي  .توالي يابي شدندنهايي  تأييدبراي قطعات همسانه شده  .صورت گرفتسفيد  -از طريق سيستم گزينش آبي تركيبهانو
 217كيلودالتون را كد كرده و داراي  34/23059نشان داد كه اين ژن پروتئيني با وزن مولكولي هاي بيوانفورماتيكيافزارنرم

از سيتوكروم اكسيداز  ژنو همسانه سازي  جداسازي  هدف اين مطالعه  .باشدمي  94/4اسيدآمينه بوده و نقطه ايزوالكتريك آن 
  . و تعيين مشخصات آن است گياه پرتقالژنوم 

  ، ژنوم ميتوكندريپرتقال، c سيتوكرومسازي،  همسانه: كليدي واژه هاي

  zamharir2005@yahoo.com :پست الكترونيكي،  09123708128 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
هاي اخير ژنتيك دانان از ژن سيتوكروم  ر طول دههد

اي  اي و درون گونه اكسيداز براي بررسي تنوع بين گونه
آخرين  اكسيدازسيتوكروم . اند موجودات زنده استفاده كرده

است و وظيفه انتقال  ميتوكندري آنزيم زنجيره تنفسي
. شده به اكسيژن را برعهده دارد ءالكترون از سيتوكروم احيا

 يكمپلكس پروتئيني در غشاسيتوكروم اكسيداز خود يك 
زير واحد  13اين كمپلكس از  .داخلي ميتوكندري است
 3عدد آن توسط ژنوم هسته و  10پروتئيني تشكيل شده كه 

 .)22( شود توسط ژنوم ميتوكندري كد مي باقيماندهعدد 
زير واحدهاي كد شده توسط ژنوم ميتوكندري نقش 

 kD 200 وزن اين كمپلكس .اساسي در فعاليت آن دارند

اكسيداز آنزيمي است كه به طور  C آنزيم سيتوكروم .است
. )22 و 13(موجودات زنده وجود دارد  در كليه يعموم
از تكامل مذكور كه آنزيم حقيقت بيانگر آن است اين 

است و احتمالاً در يك موجود قديمي برخوردار قديمي 
ي بعدي به نسلهاابتدا به وجود آمده و طي تكامل و ايجاد 

اين ژن با توجه به  ).17( موجودات انتقال يافته است همه
اينكه در داخل ميتوكندري قرار دارد داراي جايگاه 
اختصاصي خوبي براي بررسي روابط فيلوژنتيكي بين راسته 

به ) oxidase(اكسيدازها . ت استموجوداهاي مختلف 
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مس اكسيداز و  -عنوان آنزيم پاياني در پمپ پروتئيني آهن
) 6(جيره انتقال تنفسي در يوكاريوتها و پروكاريوتها ندر ز

اين كمپلكس آنزيمي در زيرواحد كاتاليك . حضور دارد
واحد در  13زيرواحد در پروكاريوتها و  3 - 4خود شامل 

زيرواحدهاي متنوع اكسيداز تنفسي . باشديوكاريوتها مي
-اجازه رشد در شرايط مختلف محيطي را به موجودات مي

كه  ه استنشان دادتحقيقات گذشته يج نتا . دهد
Cytochrome c oxidase  در يوباكتريها از باكتريهاي گرم

مثبت و آركئي باكتريها مشتق شده است و پيشنهاد شده 
است يوباكتريها از طريق انتقال ژن اين آنزيم را از 

 1زيرواحد ). 6(اند باكتريهاي گرم مثبت دريافت كرده
طول  جفت باز CO1(  648(سي  آنزيم سيتوكروم اكسيداز

درصد  98تا حدود  كه و به تنهايي اين ظرفيت را دارد دارد
ي مختلف شناسايي تاكسونهااز گونه هاي جانوري را در 

  . )23( كند

اكسيداز در گياهان نسبت به جانوران  C تنوع ژن سيتوكروم
 بسيار اندك است و براي گياهان از دو ژن كلروپلاستي

rbcL و matK  بيشتر استفاده مي براي مطالعه تنوع ژنتيكي
لذا خصوصيات اين آنزيم در گياهان كمتر . )33و  25( شود

از  كمي طلاعاتمورد توجه قرار گرفت و در حال حاضر ا
كه آنزيم كليدي در توليد انرژي در اين آنزيم خصوصيات 

 .)23و  52، 24( وجود داردگياهان  درميتوكندري است 
اين آنزيم نه تحقيقات اخير نشان مي دهد  علاوه بر اين 

آنزيم كليدي در توليد انرژي در ميتوكندري  تنها يك 
بلكه نقش مهمي در اكسيداز جايگزين در طي  ،است

اكسيداز . )23و  11( تنشهاي زيستي و غيرزيستي دارد
يك واكنش اكسيداز پاياني بدون ذخيره  (AOX)جايگزين 

 الكترون در ميتوكندري گياهان استانرژي در چرخه انتقال 
كه با استراحت دادن به چرخه تنفس كربن و انتقال 

چهار الكتروني  يواكنش احيا الكترون فعال مي شود و
مطالعات اخير  .)31و  32( كند اكسيژن به آب را كاتاليز مي

بيان اين ژن در گياهان در واكنشهاي مختلف نشان داد كه 

؛ 62؛ 32( پاتوژن تغيير مي كندحساسيت يا مقاومت به يك 
  . )31و  72

نشان  نتايج تحقيقي كه به تازگي انجام پذيرفته است
دهد بيان اين ژن در مركبات در طي آلودگي به بيماري مي

همچنين اين آنزيم در ). 7(ميوه سبز مركبات تغيير مي كند 
گياهان به پاتوژنها و اكتسابي سيستميك مقاومت القايي 

با توجه به اهميت اين آنزيم در ). 23و  20(عمل مي كند 
انتقال سيگنال در بيماريهاي مختلف گياهي هنوز اطلاعات 

ني آن در گياهان مختلف يزيادي در مورد خصوصيات پروتئ
در اين مطالعه به اين منظور . وجود ندارداز جمله پرتقال 

جداسازي، همسانه سازي، و بررسي  بار بهبراي اولين 
ه شده پرداخت خصوصيات پروتئين اين آنزيم در پرتقال

  .است

  مواد و روشها
هاي نمونه: تهيه نمونه هاي گياهي و استخراج دي ان اي

باغات از  Citrus sinensis (L.) Osbeck پرتقال برگي از 
نمونه ها پس از جمع . تهيه شد) رفتيج(جنوب كرمان 

قل شدند و تا زمان تبه آزمايشگاه منوي يخ رآوري بر 
استخراج . در يخچال نگهداري شدند DNAاستخراج 

DNA  به روش آوري شده نمونه هاي جمع از برگكل
CTAB )3( انجام شد.  

بر اساس مطالعات : PCRطراحي آغازگر و انجام 
cDNA-AFLP پرتقال، ليمو ترش، فروتبر روي گريپ ،

آغازگرهاي  )18 و 5( و سلطان مركبات )6( نارنگي
از  CO1 سيتوكروم اكسيداز مختلف به منظور جداسازي ژن

طراحي  Vector NTIبا استفاده از نرم افزار   پرتقالروي 
-'5 رــازگـآغ ترين آنها،اسبـه منــاز جمل. دـش

CGGGGCGTCTAACTCATAGA-3'  به عنوان آغازگر
-GGGGAAAGACAACCTTGGA-'5جلو و توالي روبه

واكنــش . به عنوان آغازگر برگشتي در نظر گرفته شدند '3
ميكروليتر انجام  25زنجيرهاي پليمـراز در حجم نهايي 
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يونيت،  2 با حجم Taq پليمراز DNA آنزيم. پذيرفت
 DNA ،ميكرومولار 5/0رو به جلو و برگشتي  رهايآغازگ
 لارميكرومو MgCl2 ،8/0رميلي مولا دو ،نانوگرم 500الگو 

dNTP و آب مقطر تا حجم واكنش ميكروليتر بافر  5/2 و
 PCRانجام  رنامهب  .ميكروليتر تنظيـم گرديـد 25نهايي 
درجه  94دقيقه در  4اوليه به مدت  واسرشتگيشامل 

به مدت درجه  94(سيكل متوالي  35و انجام سانتي گراد 
به مدت درجه  72ثانيه،  50به مدت درجه  58 يك دقيقه،

 bp 450اين آغازگر قطعه اي به طول  .انجام شد) ثانيه 60
  .نموداي پليمراز تكثير را در واكنش زنجيره

خالص سازي : pGEM-T ناقل ژنيهمسانه سازي در 
 Agarose Gel DNAتيك از  استفاده با PCRصول حم

Extraction (Vivantis, Malasia)  عمل   .انجام شد
 Promega,  Cat number) پلاسميد همسانه سازي در

A3600) pGEM-T easy vector system pGEM-T easy 

vector system I، 2001 همكارانروش سمبروك و ه ب 
به روش كلوني سفيد و  تركيبهاانتخاب نو. صورت گرفت

 Top10نژاد  E. coli در  تركيبهاتكثير نو. انجام شدآبي 
جامد LB روي محيط  هاي نوتركيب يباكتر. صورت گرفت

كشت  X-GALو  IPTGسيلين،  بيوتيك آمپي حاوي آنتي
درجه  37ساعت تيمار در دماي  16پس از . داده شدند
ي نوتركيب كلنيهاسفيد به عنوان كلني  ، تعداديسانتي گراد

با  انتخاب و در نهايت استخراج پلاسميدهاي نوتركيب 
 ,Plasmid Extraction Kit (Vivantisاستفاده از كيت 

Malasia) استفاده از با نوتركيب يكلنيها انجام گرفته و 

يد حضور قطعه ژنتيكي وارد شده أيبراي ت PCRتكنيك 
و  T7يابي با دو پرايمر توالي. گرفتند قرار بررسي مورد
SP6    انجام شد) كره جنوبي(در شركت ماكروژن.  

با استفاده  :تعيين توالي و رسم درخت فيلوژني هايزآنالي
 موتور جستجوگر و NCBI الملليژن بيناز بانك 

BLASTژن  يا ينهآم يدو اس يدينوكلئوت هايي، توالCO1  به
مورد يگر گونه د ينو چندپرتقال در ويژگيهاي آن  همراه
 آدرس به T-Coffee برنامه .ندقرار گرفت مقايسه

)http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee (/يبرا 
 درخت رسم يبرا و رفت كار به يهاتوال چندگانه يفيهمرد

 انجام UPGMA روش به MEGA6 افزار نرم از يكيلوژنتيف
  .شد

 ،Blocks بانك در بيترت به نيپروتئ يرگيهدف و عملكرد
قسمتهاي درون، خارج سلولي  يينتع .انجام شد TargetP و

 TMHMMبا استفاده از برنامه پروتئين  غشاييو 

(Prediction of transmembrane helices in proteins) 
 .صورت گرفت

مشخصات پروتئين بررسي  swissprotبا استفاده از بانك 
دومينهاي موجود در پروتئينها  Interproscanاز سرور . شد

هاي محافظت شده ژن امنهد. و كاركرد آنها به دست آمد
 نرم افزارا استفاده از مورد مطالعه در اين تحقيق ب

Interproscan (Protein sequence analysis & 

classification) همچنين محتوي . بررسي شدGC  با
ه زير مجموعه  بانك ك protparamنرم افزار  استفاده از
خصوصيات . به دست آمد ،است UniProtKBاطلاعاتي 

فيزيكوشيميايي شامل تعداد آمينواسيد پروتئين، وزن 
مولكولي، نقطه ايزوالكتريك، درصد چربي و درصد 

. صورت گرفت  protparamآبگريزي در اين مطالعه با 
توالي  D- Tajimaالگوي جانشيني، مدل جايگزيني و 

ه بيني ساختار ثانويبراي پيش. پروتئين نيز تعيين گرديد
استفاده  GoRIو سرور  PSIPREDافزار پروتئينها از نرم

  .شد

  نتايج
به منظور  PCRمركبات،  از گياهان DNAپس از استخراج 

با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده در  CO1تكثير ژن 
 يك قطعه  PCRمحصول  اندازه .صورت گرفتمرحله قبل 

  ). 1شكل( بودبازي  جفت 450

كه توالي مورد نظر بيشترين شباهت  آناليز بلاست نشان داد
را با ژن اكسيداز ميتوكندريايي ) درصد 90(

Chondrostoma sp عدم . كه جزء يوكاريوت است دارد
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علت نبود ژنوم ميتو كندريايي در به Citrusشباهت آن با 
بانكهاي اطلاعاتي است كه تاكنون ژنوم آن در دسترس 

اطلاعاتي موجود عموم قرار نگرفته است و در بانكهاي 
 .نيست

 
پرتقال حاصل از گياهان  DNAاز روي  CO1تكثير ژن   -1شكل 

كنترل منفي ) 4و3راهك (و گريپفروت ) 2راهك (نارنگي ) 1 راهك(
  ).فرمنتاز( bp 100سايز ماركر  Mو ) -Cراهك (

آناليز هاي بيشتر نشان داد كه توالي جداسازي شده جزء 
 )Coding sequence (CDS)(توالي كد كننده  قسمتي از
آناليز هاي . كامل توالي يابي نشده است به طوراست كه 

نشان  T-coffee نرم افزار همرديفي چند تايي با استفاده از
حفاظت شدگي بالايي در موجودات  ،كه كل توالي داد 

در اين ژن  مؤثر نقش مختلف دارد كه  نشان از
 يبررس منظور به.  دارددر طول تكامل عملكردهاي حياتي 

مورد مطالعه در اين  مختلف مركبات نيب يتكامل روابط

 با آنها شباهت زانيم تا شد، رسم يلوژنيف درختتحقيق 
 در اين آناليز. شود يبررس گاهيپا در موجود اهانيگ ريسا

هاي نظير گونه در كه  شود استفاده ييهايتوال ازسعي شد 
فقط در  گرديد وگروه ايجاد  6آناليز فيلوژني .  دنباش مشابه

 Chondrostomaيگ گروه توالي موردنظر با يك نوع ماهي 
با هم قرار گرفتند كه نشان مي دهد توالي جدا سازي شده 

اگر چه اين . دارد Chondrostomaبيشترين شباهت را با  
هستند، ولي اين ژن در  مختلفدو مربوط به موجودات 

موجودات يك نوع با هم  گروههادر بقيه . نها وجود داردآ
 Achondrostomaفقط دوگروه كه شامل . قرار دارند

arcasii  با كد پذيرش KJ552537وC. colchicum  با كد
 گروههاجداگانه از بقيه  به طوراست،   KU729241پذيرش

قرار گرفته اند كه كمترين شباهت را و دورترين فاصله را 
نشان  گروههاها در ماتريس تشابه  با بقيه هگروبا بقيه 
نكته مهم اين است كه وجود  ژن مورد نظر در . دادند

موجودات مختلف نشان دهنده نقش كليدي آن است كه 
حفاظت شده در موجودات مختلف  به صورتتوانست 
 .ظاهر شود

  
گونه هاي  .MEGA6افزار  با استفاده از نرم NCBIهمتاي خود در  بانك اطلاعاتي ژن سيتوكروم اكسيداز با  Iزير واحد درخت فيلوژنتيكي  -2 شكل

 Chondrostoma kinzelbachi (KJ553146) ،C. kinzelbachi  (KJ553200) ،C. colchicumنام برده در شاخه به ترتيب 

(KU729241) ،C. ohridanus (KJ552832)، C. prespense (KJ552842) ،Achondrostoma arcasii (KJ552537) ،
Pseudochondrostoma polylepis (KJ554190) ،P. polylepis isolate Ex38G8 (KJ554113). 

كه بررسي ساختار دوم پروتئين ژن مورد نظر نشان داد 
 آناليز .اين پروتئين كمتر از زنجيره بتاي آن است αزنجيره 

غشايي،  دامنهنشان داد كه اين پروتئين داراي سه ها امنهد

متوالي  به صورتداخل سلولي و خارج سلولي است كه 
  . ندردر طول پروتئين قرار دا
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 نشان داد كه پروتئين اين ژن Blocksناليز در پايگاه آ
سيتوكروم   متعلق به خانواده  =2.4e-142  e-valueبا

حفاظت شده  بلوك 8 است كه اين خانواده  cاكسيداز 
نشان داد كه پروتئين  گيري نتايج مربوط به هدف . دارد

 . ترشحي عمل مي كند به صورتبا احتمال بالا  اين ژن 

آناليز . درصد تخمين زده شد 65/46اين ژن  GCدرصد 
بالا  GCمشخص كرد كه ژنهايي با محتوي  GCمحتوي 

پايداري بيشتري در برابر حرارت نسبت به ژنهايي با 
  . كمتر دارند GCمحتوي 

و تعداد دالتون  34/23059وزن مولكولي اين پروتئين 
مقدار دامنه . عدد تخمين زده شد 217هاي آن اسيدآمينه

 GRAVYبعلاوه . است 94/4ايزوالكتريك اين پروتئين 
شاخص  .باشدمي 917/0 )خاصيت آبگريزي پروتئين(

 98/124آن  Aliphatic Indexو  94/24ناپايداري پروتئين 
اين پروتئين، جزء  نشان مي دهد كهنتايج اين . تعيين گرديد

  .باشدپروتئينهاي پايدار و قطبي مي

 همولوژي مورد بررسي ژن كه داد آزمون فرضيه خنثي نشان

اين الگوي . دارد بررسي مورد هايگونه همه با بالايي
ها از دهد در طول تكامل اين گونهجانشيني نشان مي
آناليز انتخاب  اساس بر. )2شك ( انديكديگر جدا نشده

 فيلوژني، آناليز براي جايگزيني مدل بهترين مدل جايگزيني،

آناليز تنوع ژنتيكي ژن مورد بررسي نشان . است JTT مدل
 ) اسيد فسفاتاز  ژن توالي درصد از طول 22داد كه حدود 

ACP) ميان  اين در داده كه رخ جايگزيني نوع جهشهاي
قابل  چندشكليهاي داراي ژن توالي طول از درصد 8 حدود

 مورد جمعيت در نوكلوتيدي تنوع .باشدمي فهم و كاربردي

 تاجيماشان داد ننتايج . باشدمي درصد 9حدود  در مطالعه
D ژن به  يك روي بر انتخاب فشار اثر كه به منظور بررسي

 با. است 36/0شود، در ژن مورد بررسي كار برده مي

 برده كار به خنثي تئوري آزمون براي كه D تاجيما از استفاده

 آنها يآلل فراواني تنوع كه هاييمشخص شد ژن شود مي

 انتخاب با و دارند )بزرگتر از صفر(مثبت  D بالاست تاجيما

 .هستند همراه جمعيت در متعادل

  بحث
 كه اندداده در مطالعات اخير نشان آمده به دست هاي داده

بيان  ژن سيتوكروم اكسيداز در برهمكنش مركبات با  
. )8و 7، 3(باكتري عامل ميوه سبز مركبات تغيير مي كند 

نشان داد بيان اين ژن در واكنش گياهان  مطالعه ديگر
حساس گوجه فرنگي به ويروس سر كوپه اي افزايش مي 

ژن براي اولين بار از گياه پرتقال  اين). 22و  9 ؛ 6(يابد 
  اين ژن در بانك جهاني ژنبه  يشماره دسترس. شدجدا 

K775596 همسانه اين اولين گزارش از جداسازي و . است
  . مي باشداين ژن سازي 

نشان داد  ProtParamبا استفاده از سرور  GCآناليز محتوي 
هر  .در ژن سيتوكروم اكسيداز پرتقال بالاست GCدرصد 

، پايداري ژن و در نتيجه باشد بيشتردر ژن  GCچه درصد 
، زيرا پروتئين توليد شده از آن بيشتر خواهد بود پايداري

بين سيتوزين و گوانين سه پيوند هيدروژني و بين آدنين و 
باند  .)14( تيمين دو پيوند هيدروژني برقرار است

در هيدروژني بيشتر باعث پايداري بيشتر ژن و پروتئين 
  ). 14و 12( شودبرابر حرارت مي

 براي تواندمي پروتئينها فيزيكوشيميايي خصوصيات تعيين

. شدبا سودمند بسيار آنها شناسايي و پروتئينها بهتر شناخت
با توجه به وزن مولكولي تخمين زده شده، اين پروتئين 

در . )28(  باشدجزء پروتئينهاي با وزن مولكولي بالا مي
ايزوالكتريك، آمينواسيد و پروتئين بار خود را از  pHنقطه 

يكي از كاربردهاي نقطه ايزوالكتريك . دهددست مي
 سازي پروتئين مانندانتخاب روش مناسب براي خالص

 باشدمي فوكوسينگ ايزوالكتريك زوالكتروفر و يوني تبادل
ايزوالكتريك  pHپروتئينهايي كه در محدوده . )29و  28(

مجموع بار مثبت و منفي رشته پپتيدي با قرار دارند 
يكديگر برابر بوده و پروتئين توانايي نگهداري آب را ندارد 
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 بيانگر هاپروتئين ناپايداري شاخص. كندو ناگزير رسوب مي

در برابر حرارت است و  آزمايش لوله درآنها  پايداري ميزان
. هاي موجود در آن بستگي دارداين به نوع اسيد آمينه

 تعيين كرد پروتئينها براي شده محاسبه ناپايداري شاخص

 باشند 40 از كوچكتر آنها ناپايداري شاخص كه پروتئينهايي

بر . )15( بود خواهند ثباتبي اين صورت غير در و ثبات با
اساس نتايج اين تحقيق پروتئين مورد بررسي جزء 

پايدار بودن پروتئينها باعث . باشدپروتئينهاي پايدار مي
ساختار آن در شرايط تنش مثل تنش حرارتي، حفظ  حفظ

ساختار سوم خود و در نتيجه حفظ عملكردشان در شرايط 
 از است عبارت كآليفاتي شاخص. )29 و 28( شودتنش مي

 ،I ، و L( آليفاتيك هايزنجيره كه از پروتئين نسبي حجم
V،A( در مثبت فاكتور يكو به عنوان  اندشده تشكيل 

 همين به و آيدبه حساب مي هاپروتئين حرارتي ثبات افزايش

 شاخص داراي پروتئينها، گرما به مقاوم باكتريهاي در دليل

 آليفاتيك شاخص با پروتئينهايي. باشندمي بالايي آليفاتيك

 خود از بالا بسيار دمايي دامنه در) 100 از بالاتر( بالا بسيار

 آليفاتيك شاخص حاضر بررسي در. دهندمي نشان ثبات

بالايي را در برابر حرارت  پايداري نسبتاً مورد نظر پروتئين
نشان داد، در نتيجه اين پروتئين در دماهاي بالا قادر به 

 متوسط. باشدحفظ ساختار سوم و عملكرد خود مي

دهنده شاخص آبگريزي نشان (GRAVY) كل هيدروپاتي
 براي شده محاسبه GRAVYكه  صورتي در. پروتئين است

 صورت در و قطبي غير پروتئين آن باشد منفي پروتئين يك

پروتئين . )28و  27( شودمي محسوب قطبي آن بودن مثبت
مثبت و قطبي  GRAVYمورد بررسي در اين تحقيق داراي 

حلاليت پروتئينهاي قطبي بيشتر از حلاليت . باشدمي
پروتئينهاي غيرقطبي در مواد حلال بوده و در برابر 

ويژه هر پروتئين، پروتئينهاي غير قطبي در وسط حلالهاي 
 كنندو پروتئينهاي قطبي در قسمت بيروني تجمع پيدا مي

  ).12و  11(

گيري اختلاف مشاهده فرضيه خنثي به منظور اندازه بررسي
شده براي يك جفت توالي كه با الگوي جايگزيني مشابه 

مقايسه فركانس پايه اين تئوري . اند، كاربرد دارديافتهتكامل
نوكلئوتيد يا آمينواسيد در توالي جفتي و تعداد تفاوت 

ي فرآينداين مدل جايگزيني . باشدمشاهده شده بين آنها مي
را كه در آن تغيير يك صفت بر اثر فشار انتخاب در يك 

اين مدل در . كنددهد توصيف ميدوره زماني نشان مي
- ندي و شبيهبتفسير درخت تكاملي در فيلوژنتيك و شاخه

سازي توالي با تست روشها و الگوريتمهاي ديگر كاربرد 
 بر انتخاب فشار اثر بررسي براي آزمونهايي كه از يكي. دارد

 D D) (Tajimaتاجيما  شودمي برده كار به ژن يك روي
 تنوع نوكلئوتيدي حاصل مقايسه اساس بر آزمون اين .است

 با .)21و  4(است  شكلي چند ي جايگاههايآلل فراواني از
 برده كار به خنثي تئوري آزمون براي كه D تاجيما از استفاده

 آنها يآلل فراواني تنوع كه مشخص شد ژنهايي شود مي

 انتخاب با و دارند )بزرگتر از صفر(مثبت  D بالاست تاجيما

 كه ژنهايي كه، حالي در هستند، همراه جمعيت در متعادل

 و منفي دارند D تاجيماي است آنها پايين يآللفراواني  تنوع
 در را واريانت سودمند يك كه هستند همراه انتخابي فشار با

 به كه ژنهايي. كرده است واريانتها ساير جايگزين جمعيت

 هنوز سودمند آلل و اندگرفته قرار انتخاب معرض در تازگي

از  استفاده با سادگي است، به نشده جمعيت در اصلي آلل
مثبت بودن ).  21و  10( نيستند مطالعه قابل D تاجيما

مشخص  در بررسي تكامل آنمورد بررسي ژن  Dتاجيما 
و  دارند قرار انتخاب متعادل كه هر جمعيت تحت تأثير كرد

باشد و فشار انتخابي بر روي آن ي در آن بالا ميآللتنوع 
  . نبوده است مؤثر

هاي پروتئين  سطح هسته مارپيچ آلفاترين مكان براي  معمول
است كه يك رابط را براي تعامل با محيط آبي بيرون ايجاد 

قسمت داخلي مارپيچ تمايل به داشتن . كند مي
و قسمت بيرون تمايل به داشتن  گريز آبدهاي آمينواسي

دارد؛ بنابراين در طول مارپيچ از  دوست آبآمينواسيدهاي 
. گريز خواهند بود هر چهار آمينواسيد، سه آمينواسيد آب

ساير آمينواسيدهاي موجود در هسته پروتئين و يا داخل 
به . )18و  14، 2( گريزي دارند خاصيت آب غشاي سلولي



 1398، 4، شماره 32جلد                                                      )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

475 

ي قرار گرفته در سطح، تعداد كمتري مارپيچهاطور كلي 
توان در  از اين ويژگي مي. گريز دارند آمينواسيد آب

براي مثال نواحي . كمك گرفت پروتئينهابيني ساختار  پيش
تيونين با مقادير بيشتر از آلانين، گلوتامين اسيد، لوسين و م

و مقادير كمتر از پرولين، گليسين، تيروزين و سرين تمايل 
هاي  ساختار صفحه. )14و  1( به تشكيل مارپيچ آلفا دارند

يكي از . باشد دار مي بتا، ساختار دوم بسياركشيده و چين
هاي بتا با مارپيچ آلفا اين است كه  ي مهم صفحهتفاوتها

اول زنجيره پروتئيني هايي كه معمولاً در ساختار  اسيدآمينه
اند، براي تشكيل اين ساختار  با فاصله زياد از هم قرارگرفته
هاي بتا  گيرند، بنابراين صفحه در مجاورت يكديگر قرار مي

 18( پذيري ناچيزي دارند تمايل به سختي داشته و انعطاف

ي گروههااي كه ميان  رشته پيوندهاي هيدروژني بين. )29و 
CO  يك رشته بتا وNH شوند،  رشته بتاي مجاور ايجاد مي

شوند كه اين بخشند و باعث مي به صفحات بتا پايداري مي
بررسي . )19و  16( صفحات ظاهري زيگزاگ داشته باشند

اين  αشان داد زنجيره مورد بررسي نساختار دوم پروتئين 
پروتئين كمتر از زنجيره بتاي آن است و اين پروتئين داراي 

پذيري انعطاف. انعطاف كمتر بوده و حلاليت كمتري دارد
شود، در نتيجه كمتر باعث پايداري بيشتر پروتئين مي

، 30( باشدمي داراي پايداريتوان گفت كه اين پروتئين مي
يي كه پروتئينهااين خصوصيات با خصوصيات  .)34و  33

  .)25و  19 ؛12( در مقاومت نقش دارند سازگار است
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Abstract 

Cytochrome oxidase is one of a superfamily of proteins which act as the terminal 
enzymes of respiratory chains. The two main classes are cytochrome c oxidases, and 
quinol oxidases.   There are two catalytic subunits, I and II.   Subunit I contains two 
heme centers. In this study we have isolated the cytochrom oxidase (COX) gene from 
orange by PCR and clone it by ligation of this product to pGEM-T vector transformed 
E. coli bacteria. Sequencing analysis shows that open reading frame for this gene that 
encode a protein with 217 amino acids. Results of phylogenetic  analysis showed that 
this gene in orange has related to Chondrostoma cytochrom oxidase gene (COX). COX 
protein secrete in membrane and it’s extracellular secretion is little. The aim of this 
study was isolation and cloning of COX genes from citrus genome and determining of 
it’s characterizations to practical use in the plants. 
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