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کنش میان  ) نقش کلیدي را در برهمeffector genesي اثرگذار (ها ژن

ي اثرگذار از زمان ها ژنکنند. جستجوي همولوگ  بیمارگر و گیاه ایفا می

 Fusariumي در فرم اختصاصی ها ژنگزارش تعدادي از این 

oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) هاي اختصاصی  در دیگر فرم

هاي مبتنی بر بیوانفورماتیک  گیري از روش آغاز شده است. اخیراً، با بهره

 Fusariumاز فرم اختصاصی Fol-SIX1همولوگ ژن اثرگذار 

oxysporum f. sp. melonis (Fom) در این است.  گزارش شده

با هدف بررسی برهمکنش این ژن  Fol-SIX1مطالعه آنالیز عملکرد ژن 

والی کدکننده ژن ت با ارقام افتراقی ملون حامل ژن هاي مقاومت، انجام شد.

Fol-SIX1  از سازهpTS1  طی سه مرحله در وکتور جفتی

pCAMBIA3301 تفاده از روش هاي کلنی سازي شد و با اس همسانه

PCR  و هضم آنزیمی تایید گردید. صحت توالی سازه بیانیpCaS1  با

مورد PSh51-R و   PSh4-F2یابی دوجهته بوسیله آغازگرهاي  توالی

بررسی قرار گرفت. روش بیان موقت مبتنی بر تزریق اگروباکتریوم براي 

یز کارکرد ژن در برگ ارقام ملون استفاده شد. آنال Fol-SIX1بیان ژن 

Fol-SIX1  با تزریق سویهLBA4404  حامل سازه بیانیpCaS1  در

 وCharentais T (Ch-T) برگ ارقام ملون انجام شد. برگ ارقام 

Charentais Fom2 (Ch-Fom2)  ناحیه  ساعت در 24پس گذشت

تزریق علائم سبزخشکی ناشی از مرگ سلولی در پاسخ به بیان موقت ژن 

1SIX-Fol ت در حالیکه در ارقام بروز یاف-Fom1(Ch Charentais

Fom1)  وBG5384 (BG)  از تزریق نیز پاسخی  ساعت پس 48تا

  بروز نیافت.

  

-Folي اثرگذار، ژن ها ژنتزریق اگروباکتریوم،  :ي کلیديهاواژه

SIX1بیان موقت ،.  

  

Melon Vascular wilt caused by a soil-borne pathogen, 
Fusarium oxysporum f. sp melonis (Fom) is a 
distractive disease. The use of resistant cultivars is an 
effective way for controlling this fungus. Clear view 
about the interaction between virulence and resistant 
genes could provide applicable knowledge to design 
breeding programs. Fungus effector genes play a 
critical role during the plant-pathogen interactions. 
Exploring for the homologous of effector genes 
in different formae speciales started since some effector 
genes have been reported from Fusarium oxysporum f. 
sp. lycopersici (Fol). Recently, using bioinformatics 
assisted approach a homologous Fol-SIX1 effector gene 
has been reported from Fom. Here we performed a 
functional analysis study to reveal interactions between 
Fol-SIX1 and the melon differential varieties harboring 
defined R genes. Coding sequence of Fol-SIX1 from 
the pTS1 construct was subcloned in the 
pCAMBIA3301 binary vector in three steps and 
confirmed by colony PCR and digestion analysis. The 
accuracy of the expression construct, pCaS1 was 
evaluated by bidirectional sequencing using the PSh4-
F2 and PSh51-R primers. Agroinjection-mediated 
transient expression approach was used to express Fol-
SIX1 in leaves of the melon varieties. Functional 
analysis of Fol-SIX1 was performed by agroinjection of 
LBA4404 carrying pCaS1 into the leaves of melon 
lines. the leaves of Ch-T and Ch-Fom2 varieties 
developed a green dried symptom in response to 
transiently expressed Fol-SIX1 at 24 hours post 
injection (hpi), while Ch-Fom1 and BG lines did not 
responsive to the infection until 48 hpi. 
 
Keywords: Agroinjection, Effector gene, Fol-SIX1, 
Transient expression. 
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  مقدمه

متعلق به خانواده  (Cucumis melo)گیاه خربزه 

گیاهان جالیزي از  یکی (Cucurbitaceae) ییانکدو

مهم و اقتصادي بشمار می رود که در اکثر نقاط دنیا 

که پژمردگی آوندي  بیماري زردي ومورد توجه است. 

 .Fusarium oxysporum f خاکزي قارچتوسط 

sp. melonis (Fom)یکی از بیمارگرهاي مهم ، 

 .)Banihashemi, 2010(خربزه و طالبی است 

تولید ارقام مقاوم خربزه بعنوان یک راه کار اقتصادي 

براي مقابله با این بیمارگر توسط گروه هاي تحقیقاتی 

توجه بوده است مختلفی در دنیا مورد 

)Oumouloud et al., 2013(  و چندین نمونه

مقاوم در میان توده هاي بومی گزارش شده است 

)Zink and Gubler, 1985; Zink and 

Thomas, 1990; Wang et al., 2000; 
Joobeur et al., 2004; Kang et al., 2010; 
Oumouloud et al., 2010a; Liu et al., 

د ارقام مقاوم در اختیار بودن براي تولی  .)2011

اطلاعات کامل از مکانیسم بیماریزایی و نحوه 

کنش پاتوژن با گیاه امري ضروري است  برهم

)Oumouloud et al., 2013( .  

کنش بیمارگرها و گیاهان،  بر اساس مطالعه برهم

هاي مختلفی براي تفسیر روند تکاملی مدل

که  شده است زا ارائه کنش گیاه و عوامل بیماري برهم

 ,Jones and Dangl(ترین آن مدل زیگزاگ  کامل

 ١اثرگذار يها ژن. در این مدل است )2006

)Janeway and Medzhitov, 2002(  نقش مهمی

در القاء مقاومت و یا مهار آن در گیاه به عهده دارند. 

ها سیستم  توانند با شناسایی این ژنگیاهان می

حالت پروتئین  رایندفاعی خود را فعال نمایند که د

) عمل Avr( 2عنوان یک عامل غیر بیماریزااثرگذار به

تواند در طی روند تکامل در این نماید. بیمارگر میمی

پروتئین اثرگذار تغییر ایجاد نماید و مجدد سیستم 

                                                                  
1. Effector genes 
2. Avirulence factor 

دفاعی گیاه را مهار نماید و سبب بروز یک نژاد جدید 

 ,Jones and Dangl(در جمعیت بیمارگر شود 

ي اثر گذار ها ژنبر اساس این مدل شناسایی  .)2006

و تعیین کارکرد آنها می تواند در طراحی برنامه هاي 

اصلاحی جهت تولید ارقام مقاوم مورد استفاده قرار 

  . )Vleeshouwers and Oliver, 2014(گیرد 

مطالعات انجام شده در خصوص فرم اختصاصی 
Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Fom) 
سبب شده است تا بر اساس الگوي برهمکنش جدایه 

هاي قارچ با ارقام مقاوم ملون چهار نژاد فیزیولوژیک 

 1,2و  2هاي نژادهاي صفر، یک، از قارچ به نام

چنین  . هم)Risser et al., 1976(شناسائی شود 

مقاومتی در برابر این نژادها شناسایی شده  يها ژن

و ژن   2هاي صفر و در برابر نژاد Fom1است. ژن 

Fom2  در برابر نژادهاي صفر و یک قارچ موجب

با این حال اطلاعات کاملی در شود. مقاومت می

و گیاه  Fomکنش مولکولی قارچ  خصوص برهم

ي اثرگذار تا کنون ها ژنخربزه و نحوه برهمکنش 

گزارش نشده است لذا استفاده از اطلاعات موجود در 

عنوان الگو ه تواند ب یکنشی مشابه م الگوهاي برهم

  مورد استفاده قرار گیرد.

 Fusarium oxysporumقارچ  کنش میان  برهم

f.sp. lycopersici (Fol) گوجه فرنگی بعنوان  و گیاه

یک مدل براي بیمارگرهاي خاکزي بخوبی مورد 

 Rep et al., 2004; Van(مطالعه قرار گرفته است 

Der Does et al., 2008; Houterman et al., 

 Avr1 ،Avr2زا  ي غیربیماريها ژن. تا کنون )2009

ائی شده است شناس Folدر نژادهاي قارچ  Avr3و 

و  SIX4 ،SIX3ي اثرگذار ها ژنکه به ترتیب همان 

SIX1  می باشند)Rep et al., 2004( مطالعات با .

استفاده از روش بیان موقت مبتنی بر تزریق 

 SIX4رگذار اگروباکتریوم نشان داده است، ژن اث

 ,.I1 )Houterman et alو  Iتوسط ژن مقاومت 

2008(، SIX3  توسط ژن مقاومتیI-2 

)Houterman et al., 2009(  وSIX1  ژن توسط
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شناسائی  )I-3 )Rep et al., 2004مقاومتی 

جهت بروز  SIX1میان ژن اثرگذار این شود. در  می

. لذا شناسائی )Rep, 2005(بیماري ضروري است 

کنش در دیگر فرم هاي  این ژن در برهم کارکرد

  تواند بسیار حائز اهمیت باشد.  اختصاصی می

این بود که  هاي اولیه عقیده بر هرچند در گزارش

 Folهاي فرم اختصاصی  جدایهدر تنها  SIX1ژن 

، اما )Van Der Does et al., 2008( حضور دارد

، آلوده Fo5176این ژن از جدایه  2012در سال 

 Thatcher(گیاه آرابیدوبسیس نیز گزارش شد کننده 

et al., 2012(هاي ژنومی  . همچنین در آنالیز داده

حضور همولوگ ژن  Fomمربوط به فرم اختصاصی 

SIX1  مورد تایید قرار گرفته است)Shokouhifar 

and Rabiei-Motlagh, 2014( بر این اساس .

و  Folکنش قارچ  رود این ژن در برهم انتظار می

-Folدر مطالعه حاضر ژن  ون نقش داشته باشد.مل

SIX1 ژن  بینی کارکرد با هدف پیشFom-SIX1  در

با استفاده از روش  Fomکنش فرم اختصاصی  برهم

بیان موقت مبتنی بر تزریق اگروباکتریوم در برگ 

  ارقام مقاوم و حساس ملون مورد بررسی قرار گرفت.

  

  هامواد و روش

در   1392و  1391هاي  این مطالعه طی سال

آزمایشگاه بیوتکنولوژي و مهندسی ژنتیک پژوهشکده 

بذور  علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد انجام شد.

ز ا Nicotiana benthamianaگیاه توتون رقم 

 بانک بذر پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی

 ،Charentais T (Ch-T)ملون ارقام و  مشهد

Fom1)-Charentais Fom1(Ch ، Charentais

Fom2 (Ch-Fom2)  وBG5384 (BG) اهدائی) 

در اسپانیا)  CITAاز مرکز  J.M. Alvarezدکتر 

بیان موقت مبتنی بر تزریق اگروباکتریوم با  تهیه شد.

 یهسو .انجام شد LBA4404از سویه استفاده 

DH5α يباکتر از E. coli  ناقل و

pCAMBIA3301 )CAMBIAتهیه  )، استرالیا

ایشگاه بیوتکنولوژي پژوهشکده علوم شده از آزم

 مراحل جهت گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد

به قارچ   مربوط FB27 جدایه شد. استفاده کلونینگ

F. Oxysporum f. sp. lycopersici )ی یاهدا

  .است) شیراز بنی هاشمی از دانشگاه ضیاءالدیندکتر 

  ساخت سازه بیانی

 Fol-SIX1بمنظور ساخت سازه بیان کننده ژن 

حامل ژن  )pTS1 )Toosi et al., 2014aاز سازه 

با  سازي مراحل ساخت سازه بیانی استفاده شد. شبیه

 انجام شد. Vector NTi, V11نرم افزار استفاده از 

بعنوان سازه دهنده و  pTS1در مرحله اول کل سازه 

به عنوان گیرنده با  pCAMBIA3301وکتور 

به شرح ذیل  سازي ترکیبی ش همسانهاستفاده از رو

به یکدیگر الحاق شدند. در این روش هر دو وکتور با 

استفاده از یک واکنش هضم آنزیمی ترکیبی بوسیله 

به مدت نیم ساعت برش داده شدند تا با  NcoIآنزیم 

هضم ناقص وکتور ها، امکان وجود قطعات هضم 

 60شده متنوع فراهم گردد. با اعمال تیمار حرارتی در 

 10د آنزیم برشی غیر فعال شد و گرا درجه سانتی

میکرولیتر از مخلوط حاصل جهت تهیه واکنش 

، مطابق Dh5αاتصال و انتقال به سلول هاي مستعد 

 Sambrook and(هاي معمول  با دسئورالعمل

Russell, 2001( .مورد استفاده قرار گرفت  

هاي نوترکیب دریافت کننده سازه حامل  کلنی

گرم LB   )10ا محیط قطعات صحیح در مرحله اول ب

-Bactoگرم بر لیتر  Bacto-tryptone ،5بر لیتر 

yeast extract ،10  گرم بر لیترNaCl  گرم بر  15و

و  سیلینآمپیگرم بر لیتر  میلی 100لیتر آگار) حاوي 

. در گري شدند غربال کانامایسینگرم بر لیتر  میلی 50

 SIX1هاي حامل جهت صحیح ژن  مرحله دوم کلنی

 مخلوط واکنش ند.تایید شد PCRش کلنی روبا 

میلی  2 يحاو یکرولیتريم 10در حجم  PCR یکلن

 dNTPs میکرومولار MgCl2 ،400مولار 

(GeNetBio, korea)   10بافرمیکرولیتر  یکوX 

PCR ، ي از آغازگرها پنج پیکومولPSh51-R2  با
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 GCT CAC GCT TTC TAA GGT-'5توالی

TGA CA-3' و PSh4F.2 5 با توالی'-CAC 

CAT GTT GGC AAG CTG CTC TA-3' 
)Shokouhifar et al., 2013(، یمواحد آنز یک 

و برنامه  تهیه شد) GeNetBio, korea( پلیمراز تک

 93 در دقیقه 5کردن به صورت  ینهپس از به یحرارت

 ثانیه 40 درجه، 92 در ثانیه 45( با چرخه 35 و درجه

 مرحله و) درجه 72 در دقیقه یک و درجه 58 در

گراد با  سانتی درجه 72 در دقیقه 5 با نهایی تکثیر

گرادیانت  وسایکلردستگاه ترم زاستفاده ا

(Eppendorf, Co. Germany) یدانجام گرد. 

%  10 يدرصد حاو یکمحصول واکنش در ژل آگارز 

) Green viewer )GeNetBio, korea  رنگ

ده با استفا حاصل باندي از الگوي و گردید الکتروفورز

سازه ساخته  .برداري شدصویرداك ت از دستگاه ژل

 شد و استخراج گذاري نام pCaTS1شده به نام 

صحیح در محیط هاي  کلنیکشت شبانه پلاسمید از 

LB  و  سیلینآمپیگرم بر لیتر  میلی 100مایع حاوي

کیت  از استفاده با کانامایسین،گرم بر لیتر  میلی 50

 ) بر اساسGeNetBio, korea( استخراج پلاسمید 

  .شد انجامدستورالعمل شرکت سازنده 

که  pTS1حذف قطعه مربوط به توالی پایه وکتور 

سیلین است با انجام هضم  حامل ژن مقاومت به آمپی

به  NcoIبا استفاده از   pCaTS1آنزیمی جزئی سازه 

ساعت مطابق با دستورالعمل معمول  مدت نیم

)Sambrook and Russell, 2001( م شد.انجا 

جهت  سازي آنزیم محصول واکنش پس از غیرفعال

. جهت واکنش خوداتصالی مورد استفاده قرار گرفت

شده  هاي ترانسفورم هاي نوترکیب، سلول انتخاب کلنی

گرم بر لیتر  میلی 50حاوي   LBروي محیط

جهت اطمینان از حذف  پخش شدند. کانامایسین

ربال هاي غ کلنی pTS1قطعه پایه مربوط به وکتور 

هاي مجزا  ه ترتیب روي نقاط متناظر از محیطشده ب

لین و کانامایسین کشت شدند. سی حاوي آمپی

هاي به ترتیب داراي الگوي حساس و مقاوم  کلنی

مطابق با  PCRمقاومتی جهت تایید با روش کلنی 

 روش ذکر شده در بالا مورد بررسی قرار گرفتند.

 NcoIیم هاي تایید شده با آنزالگوي هضمی کلنی

ن تایید نهایی سازه فت. همچنیمورد بررسی قرار گر

هاي انتخاب شده با استفاده از  پلاسمید کلنی

بصورت دو  PSh4F.2و   PSh51-R2آغازگرهاي 

یابی با استفاده از  یابی شدند. نتایج توالی جهته توالی

مورد بررسی قرار گرفت. همچنین  chromasبرنامه 

ردیفی آن با توالی  شده با هم ت توالی کلونصح

 Vector NTiسازي شده با استفاده از برنامه  شبیه

V11 .سازه ساخته شده به  مورد بررسی قرار گرفت

  شد.  گذاري نام pCaS1نام 

 آنالیز بیان موقت مبتنی بر تزریق اگروباکتریوم

 .Chenarani et al روش اساس بر بذور ضدعفونی

 بذورپوست اساس ابتدا  ینشد. بر ا انجام )2012(

دقیقه در محلول  15مدت به  سپسحذف شد و 

. آبکشی شدند یدرصد ضدعفون یکسدیم هیپوکلرید

دقیقه با آب مقطر  15بذرها سه بار جمعاً به مدت 

فلو شرایط استریل در زیر هود لامیناراستریل و تحت 

زیر هود داخل انجام شد. سپس بذور استریل در 

استریل قرار  دیش داراي کاغذ صافی مرطوب پتري

داده شد و به مدت سه روز در دماي اتاق نگهداري 

کود  يدار شده به درون گلدان حاو بذور جوانه. شدند

ماس و  کولیت، پیت کمپوست و مخلوط ورمی یورم

 ییدما یطشرا ها در انتقال یافت. گلدان یتکوکوپ

و  ییساعت روشنا 16 یوددرجه و فتوپر 2±22

 اقک رشد نگهداريدرصد در ات 60 حدود رطوبت

  شدند.

هاي مستعد و تراریختی سویه  سلولتهیه 

LBA4404 با روش انجماد آنی انجام شد 

)Hofgen and Willmitzer, 1988( .هاي کلنی 

 PCRانتخاب شده با استفاده از تکنیک کلنی 

)Sambrook and Russell, 2001( و با استفاده از 

د. تایید شدن PSh4F.2 و PSh51-R2ي آغازگرها

با  جهت تزریقي اگروباکتریوم ها سازي سلول آماده
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) با تغییراتی انجام 2000و همکاران ( Yangروش 

 LB هاي تایید شده در محیط کلنی شد. در این روش

 50ریفامپسین و گرم در لیتر  میلی 30مایع حاوي 

کانامایسین کشت داده شد و در گرم در لیتر  میلی

 28دور و دماي  150انکوباتور شیکردار با شرایط 

ساعت نگهداري شدند.  72گراد به مدت  درجه سانتی

دور در  2500هاي باکتري با سانتریفیوژ در  سلول

دقیقه رسوب داده شدند و پس از حذف محیط کشت، 

 و مولار میلی 2 بافر فسفاتشامل در محیط القاء (

MES20 یک گرم بر لیتر  به همراه مولار میلی

NH4Cl ،300 بر لیتر  گرم میلیMgSO4-7H2O ،

گرم بر لیتر  میلی KCl ،10بر لیتر گرم  میلی 15

CaCl2 ،2,5 گرم بر لیتر میلیFeSO4-7H2O یک ،

با  گرم بر لیتر کانامایسین میلی 50گلوکز و  درصد

درجه  28) به مدت یک شب و در دماي 5,5اسیدیته 

 دقیقه15با ها  شدند. سلولتیمار گراد  سانتی

دور در دقیقه رسوب داده شدند   2500در سانتریفیوژ 

 مولار میلی 10 و سپس در محلول تزریق شامل

MgSO4 مولار  میلی 10 و MES  تا  5,5با اسیدیته

 100حدود رقیق شدند.  =6/0OD600حصول 

باکتري درون فضاي میان میکرولیتر از سوسپانسیون 

ستفاده از هاي سالم و متصل به گیاه با ا سلولی برگ

لیتري تزریق شد.  تیکی یک میلیسرنگ پلاس

ها بعد از تزریق با پوشش پلاستیکی پوشانده  گیاهچه

گراد نگهداري  درجه سانتی 22±2شدند و در دماي 

به همراه  pCaS1در هر رقم سویه حامل سازه  شدند.

سویه فاقد این سازه به عنوان کنترل در سه تکرار 

در  گیاه و سه تکرار برگ تزریق شدند و واکنش گیاه

ساعت پس از تزریق  72فر تا فواصل زمانی ص

  برداري شد.تصویر

  سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز

قرار گرفته در پائین دست ژن  GUSارزیابی بیان ژن 

SIX1 جام بیان موقت در بافت با هدف اطمینان از ان

ساعت پس از تزریق با روش  24هاي  برگ نمونه

Bahrabadi  جام شد.ان )2014(و همکاران  

  نتایج 

  pCaS1ساخت و تایید سازه 

با  pCaS1سازي سازه  سازي مراحل همسانه شبیه

اندازه  .نشان داد Vector NTiاستفاده از نرم افزار 

و باز خواهد بود. از طریق کیل 12این سازه حدود 

-PSh4F2/51یابی محل اتصال آغازگرهاي  موقعیت

R2 1350د روي سازه، اندازه باند قابل تکثیر حدو 

-Tالف). در ساختار  -1جفت باز محاسبه شد (شکل 

DNA سازي ژن  محل همسانهSIX1 دست  در پائین

و در بالادست ژن گزارشگر  CaMV35پروموتر 

GUS 1دار نشان داده شده است (شکل اینترون - 

الف). با قرار گرفتن هر دو ژن در یک مجموعه بیانی 

الیت آنزیم با سنجش فع SIX1امکان تایید بیان ژن 

ب). همچنین با  - 1بتاگلوکرونیداز مهیا شد (شکل 

واجد اینترون انتظار  GUSاستفاده از ژن گزارشگر 

به درون  T-DNAتنها در صورت انتقال  ،رود می

، GUSهاي گیاهی و بیان یوکاریوتی ژن  سلول

  فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز قابل سنجش باشد.

نتظار در طرح بینی قطعات مورد ابراساس پیش

صحت سازه با استفاده از  pCaS1سازي شده شبیه

و هضم آنزیمی تایید شد. الگوي  PCRتکنیک کلنی 

استفاده از با  PCRالکتروفورزي نتایج کلنی 

به  10و  6، 5هاي کلنی آغازگرهاي اختصاصی در

جفت باز  5/1تر از باند تکثیر باندي در محدوده پائین

الف).  -2منتج شد (شکل مربوط به نشانگر وزنی 

جفت  1353بینی شده (قطعه تکثیر شده با اندازه پیش

  الف). -1باز) انطباق داشت (شکل 

هاي انتخاب شده با استفاده از الگوي  صحت کلنی

 NcoIهضم آنزیمی پلاسمید آنها بوسیله آنزیم برشی 

مورد بررسی قرار گرفت. براساس طرح شماتیک (شکل 

وجود  pCaS1در وکتور  NcoIزیم الف) دو جایگاه آن- 1

و  900هاي دارد که در نتیجه برش دو قطعه به اندازه

جفت باز مورد انتظار است. در نتایج هضم  11284

کیلو باز  11و  1آنزیمی دو قطعه در محدوده بالاتر از 

   .مشاهده شد که با الگوي مورد انتظار انطباق داشت
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  )Bدر اتصال با ژن گزارشگر ( SIX1توالی منطقه در برگیرنده توالی ژن  و) pCaS1 )Aسازه  کیشمات ينما - 1 شکل

  و توالی یابی یمیهضم آنز ،PCRاستفاده در کلنی  مورد NcoIپرایمرها و آنزیم برشی  موقعیت )الف

  اینتروندار GUS ژن توالی بالادست در و CaMV35S پروموتر دست پائین در SIX1 ژن توالی )ب
LB: left border, TN: CaMV 35S poly A, Bar: the herbicide-resistance gene as plant selection gene, P35S: 

CaMV 35S promoter, SIX1: Fol-SIX1 coding sequence, GUS: β-glucuronidase gene containing an intron as 
reporter gene, Int: intron, RB: right border, PSh4-F2 and PSh51-R forward and reverse primers. 

  

  

  
  یمیو هضم آنز PCR یکلن يبا روش ها  pCaS1 سازه ییدتا - 2شکل 

فاقد باند  یبنوترک يها یکلن 9 و 8، 7، 4، 3، 2 ی؛: کنترل منف1( PSh4F.2/51-R2 يبا استفاده از آغازگرها PCR یکلن نتایج )الف

  )1Kb ی: نشانگر وزن مولکولM، انتظار مورد بانددهنده شانکلنی نوترکیب ن 10و  6، 5منطبق با جهت سنس؛ 

هضم  یجهنت 2و  یبنوترک یاستخراج شده از کلن ید: پلاسم1( NcoI یمبا استفاده از آنز یمیبا روش هضم آنز pCaS1سازه  ییدتا )ب

  )1Kb ی: نشانگر وزن مولکولM، 10شماره  یکلن یمیآنز
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وسیله یابی بهبا انجام توالی pCaS1صحت سازه 

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج  PSh51-R2آغازگر 

 هاي نشان داد منطقه در برگیرنده جایگاه

یابی شده است.  سازي با کیفیت مناسبی توالی همسانه

جفت داراي  950یابی شده در حدود  منطقه توالی

کیفیت توالی مناسبی بود. نتیجه همردیفی توالی با 

نشان  pCaS1ربوط به سازه سازي شده متوالی شبیه

با توالی  ) کاملاًداد منطقه کدکننده توالی (کدون آغاز

رفرنس انطباق دارد. همچنین بررسی چهارچوب 

با استفاده از  SIX1خواندنی توالی کدکننده ژن 

 صحت مرحله کلونینگ را Vector NTiافزار  نرم

 pCaS1ب). توالی کامل سازه -1تایید نمود (شکل 

 KP836314بانک ژن با شماره رس شمار در پایگاه 

  شد. ثبت

تراریختی سلول هاي اگروباکتریوم و آزمون بیان 

  موقت

را به  pCaS1سازه انتقال  PCRنتایج آزمون کلنی 

اگروباکتریوم جهت استفاده در  LBA4404سویه 

روش بیان موقت مبتنی بر تزریق تایید نمود. در 

جایگاه اتصال هاي صحیح با توجه به  یکلن

 pCaS1روي سازه  PSh4F2/51-R2آغازگرهاي 

جفت  1353اي به اندازه  الف)، تکثیر قطعه - 1(شکل 

نشان داد در  PCRنتایج کلنی باز مورد انتظار بود. 

جفت  1400باندي در اندازه حدود هاي صحیح  کلنی

که با اندازه مورد انتظار انطباق شده است باز تکثیر 

با یک رقم  Fol-SIX1 برهمکنش ژن .شتدا

 و سه رقم مقاوم Charentais T (Ch-T)حساس 

، Charentais Fom1(Ch-Fom1) شامل

Charentais Fom2 (Ch-Fom2)  و

BG5384(BG)  مورد بررسی قرار گرفت. با توجه به

 ي مقاومتی مختلف در این ارقام مقاوم،ها ژنحضور 

 در القاء سیستم SIX1در صورت دخیل بودن ژن 

هاي دفاعی متفاوتی در واکنش به  دفاعی گیاه پاسخ

  بیان این ژن مورد انتظار است.

روي رقم حساس  SIX1آنالیز عملکرد ژن 

T)-Charentais T (Ch  

فاقد  LBA4404سوسپانسیون سویه  نتایج تزریق

 48تا  Ch-Tنشان داد برگ رقم  pCaS1سازه 

گونه هیچ LBA4404ساعت پس از تزریق سویه 

الف). عدم حساسیت -3دهد (شکل بروز نمی علامتی

نشان  LBA4404به تزریق سویه  Ch-Tرقم 

 کنش میان رقم و سویه سازگار است. دهد برهم می

این سازگاري در مطالعات گذشته نیز مشاهده شده 

  .)Toosi et al., 2014b(بود 

سویه تزریق شده با  Ch-Tهاي رقم برگ

LBA4404  اگروباکتریوم حامل سازهpCaS1 

). 3صورت سبز خشک بروز دادند (شکل علائمی به

ساعت پس از تزریق  2علائم چروکیدگی از زمان 

صورت ساعت به 24نمایان شد. روند بروز پاسخ از 

  ). 3خشکیدگی در محل تزریق شدت یافت (شکل 

  

  
  ملون  Ch-Tرقم  با Fol-SIX1 برهمکنش یجهنت  - 3شکل 

Aسویه : برگ تلقیح شده با LBA4404  فاقد سازهpCaS1 ،B:  برگ رقمCh-T  سویهشده با  تلقیحملون LBA4404  حامل سازه

pCaS1 ،pihساعت پس از تزریق :  
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  روي ارقام مقاوم  SIX1آنالیز عملکرد ژن 

کنش ژن  در آزمایشات تکمیلی با هدف بررسی برهم

SIX1  ي ها ژنباFom1  وFom2 سویه حامل ،

 شاملبرگ ارقام مقاوم به  pCaS1سازه 
Fom1)-Charentais Fom1(Ch، Charentais 

Fom2)-Fom2 (Ch  وBG5384(BG)  .تزریق شد

با توجه به نتایج آزمایش اول، زمان مناسب جهت 

ساعت پس از تزریق درنظر  24بررسی پاسخ گیاه، 

منظور اطمینان از عدم تاثیر گرفته شد. همچنین به

سپانسیون سویه سویه در بروز مرگ سلولی، سو

LBA4404  فاقد سازهpCaS1  نیز به برگ ارقام

مقاوم نیز تزریق شد. نتایج نشان داد پس از گذشت 

تزریق سویه  به یک از ارقام نسبتساعت هیچ 24

LBA4404 اي بروز پاسخ دفاعی قابل مشاهده

این نتایج در مطالعات قبلی   ).B - 4ندادند (شکل 

گزارش شده ) b 2014(و همکاران   Toosiتوسط 

  که در آزمایش حاضر نیز مورد تایید قرار گرفت.  بود

هاي تزریق شده با سویه حامل سازه در نمونه 

pCaS1  4واکنش ارقام متفاوت بود (شکل - B در .(

علائمی مشاهده نشد.  BGو  Ch-Fom1ارقام 

علائم سبز خشکی  Ch-Fom2که در رقم درحالی

 - 4ده بود (شکل ساعت پس از تزریق قابل مشاه 24

B گذار جداسازي شده از ي اثرها ژن). در خصوص

یید کننده کارکرد آنها نتایج تا Folفرم اختصاصی 

سیستم دفاعی بوده است. ي فعال کننده ها ژنبعنوان 

 SIX1اي نشان داده شده است که بیان ژن  در مطالعه

سبب فعال شدن  I3در رقم گوجه فرنگی حامل ژن 

نامیده  Avr3د و بر این اساس می شوسیستم دفاعی 

. در مطالعات مشابه )Rep et al., 2004(شده است 

و بیان  Fol-SIX3با تزریق سویه حامل ژن اثرگذار 

موقت آن در برگ گوجه فرنگی حامل ژن مقاومت 

I2 زایی این ژن نیز اثبات شده است نقش غیربیماري 

)Houterman et al., 2009( با روش مشابهی  .

با حضور  SIX4گذار شده است که ژن اثر هنشان داد

سبب فعال شدن سیستم  I1و یا  Iژن مقاومت 

دفاعی و بروز پاسخ فوق حساسیت می شود 

)Houterman et al., 2008( با توجه به این .

توان بر اساس نتایج بدست آمده ژن  ها می گزارش

SIX1 زایی  را بعنوان ژن غیر بیماريAvr-F2  در

 Fom1و  Fom2ي ها ژنحضور  دنظر گرفت. هرچن

مرکز سلولی در این رقم این و عدم بروز  BGدر رقم 

نماید. عدم پاسخ ارقام  گیري را کمی پیچیده می نتیجه

Ch-Fom1  وBG  اطمینان از بیان ژنSIX1 در  را

ساخت به همین دلیل  محل تزریق با ابهام روبرو می

ها مورد بررسی قرار  در این نمونه GUSبیان ژن 

  رفت.گ

 48هاي برگی این ارقام  منظور دیسک به این

ساعت پس از تزریق جهت سنجش فعالیت آنزیم 

بتاگلوکرونیداز مورد ارزیابی قرار گرفتند. نتایج نشان 

واجد اینترون که در یک واحد بیانی در  GUSداد ژن 

قرار دارد قادر به بیان و تولید  SIX1پائین دست ژن 

  ). 5آنزیم بوده است (شکل 

 

  
به بیان ژن مقایسه سه رقم استاندارد ملون در پاسخ  - 4شکل 

SIX1  ساعت پس از تزریق 24در زمان  

A نمونه تزریق شده با سویه :LBA4404  سازه حامل

pCaS1 ،B ،نمونه کنترل بدون تزریق :F1-Ch ،F2-Ch  وBG 

Charentais  شاملبه ترتیب ارقام مقاوم استاندارد ملون 

Fom1 ،Charentais Fom2   وBG5384.  

  

در ارقام  Fol-SIX1به منظور آنالیز ژن افکتوري 

استاندارد ملون، از روش بیان موقت مبتنی بر 

از  Fol-SIX1توالی ژن  اگروباکتریوم استفاده شد.

 CaMV35Sدر پائین دست پروموتر  pTS1وکتور 
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کلون گردید و  pCAMBIA3301در وکتور جفتی 

، هضم آنزیمی و PCR هاي کلنی سازه جدید با روش

توالی یابی تایید شد. مطالعات قبلی نشان داده است 

از نظر سازگاري جهت آزمون  LBA4404سویه 

 Toosi(بیان موقت در ارقام ملون قابل استفاده است 

et al., 2014b(کننده  اساس ناقل جفتی بیان این . بر

ساخته شد و به سویه  pCaS1به نام  SIX1ژن 

LBA4404 گردید. آنالیز عملکرد ژن  منتقلSIX1 

هاي اگروباکتروم حامل سازه بیانی  با تزریق سلول

pCaS1  در برگ چهار رقم ملون مورد بررسی قرار

  گرفت.

  

  
سنجش هستوشیمیائی فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز  - 5شکل 

حامل سازه  LBA4401هاي تزریق شده با سویه  در نمونه

pCaS1  ریق، ساعت پس از تز 24حدودF1 رقم حامل ژن :

و  Fom1ي مقاومت ها ژن: رقم حامل Fom1  ،BGمقاومت 

Fom2. 

  

 Ch-Tابتدا روي رقم  SIX1آنالیز عملکرد ژن 

عنوان یک به Ch-Tمورد بررسی قرار گرفت. رقم 

 Fomزایی قارچ هاي بیماريرقم حساس در آزمون

این آزمایش . )Risser et al., 1976(مطرح است 

ي ها ژنگیاهی که فاقد سی روند پاسخ با هدف برر

انجام شد، تا  Fol-SIX1به ژن  است Fomمقاومت 

مدت زمان لازم براي بروز پاسخ توسط گیاه مشخص 

با استفاده از  Ch-Tهاي رقم در برگ SIX1ژن  شود.

حامل  LBA4404تزریق سوسپانسیون سلولی سویه 

 48تا  2هاي  بیان شد و اثر آن در زمان pCaS1سازه 

ساعت پس از تزریق مشاهده شد. همچنین 

اگروباکتریوم که  LBA4404سوسپانسیون سویه 

هاي عنوان کنترل در برگبود به pCaS1فاقد سازه 

مشابه، تزریق شد تا عدم پاسخ گیاه به سویه 

  اگروباکتریوم تایید شود.

تواند در نتیجه مقاومت و یا  بروز مرگ سلولی می

با بروز مقاومت همراه که  حساسیت باشد. درصورتی

 ,Rep(شود  باشد به آن پاسخ فوق حساسیت گفته می

یک رقم حساس به تمام  Ch-T. رقم )2005

، )Risser et al., 1976(است  Fomنژادهاي قارچ 

لذا بر این اساس شاید بتوان مرگ سلولی بروز یافته 

دانست.  SIX1را ناشی از حساسیت رقم به بیان ژن 

روي  Fomمراحل توسعه قارچ  با این حال مطالعه

شان داده ن )Zvirin et al., 2010(یک رقم حساس 

روز از سطح  11تواند طی  است که میسلیوم قارچ می

هاي موئین در گیاه وارد شده و بخوبی در  ریشه

سیستم آوند چوب به سمت بخش هوایی گیاه توسعه 

در هنگام توسعه  SIX1یابد. مطالعه الگوي بیان ژن 

در گیاه گوجه فرنگی نیز نشان داده است  Folقارچ 

ان نفوذ در اپیدرم ریشه القاء از زم SIX1که بیان ژن 

. مقایسه )Van Der Does et al., 2008(شود  می

این نتایج این نتیجه گیري را محتمل می سازد که 

از نوع  Fol-SIX1به بیان ژن  Ch-Tپاسخ رقم 

  حساسیت بوده است.

در  SIX1ش حضور ژن هرچند با توجه به گزار

  Fomتوالی ژنوم نژاد یک مربوط قارچ 

)Shokouhifar and Rabiei-Motlagh, 2014( 

قادر به شناسایی ژن  Ch-Tرفت رقم انتظار می

SIX1  نباشد، ولی برخلاف این نتایج این آزمایش

قادر است مرگ  SIX1نشان داد بیان موقت ژن 

 SIX1ژن  فعال نماید. توالی Ch-Tسلولی را در رقم 

مورد استفاده در مطالعه حاضر مربوط به نژاد یک 

باشد. لذا این احتمال وجود دارد که می Folقارچ 

در  SIX1هاي متعدد میان توالی وجود جهش

 Fom  )Shokouhifarو  Folهاي اختصاصی  فرم

and Rabiei-Motlagh, 2014( ض عامل این تناق

ردیابی  در خصوص باشد. اخیرا مطالعات انجام شده

وجود این  Fomدر قارچ  SIX1همولوگ ژن 
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یابد، ها را که در سطح پروتئین نیز بروز می جهش

ها در اثبات کرده است. میزان اثرگذاري جهش

به  Folهاي مختلف هاي افکتوري در نژادپروتئین

و  )Houterman et al., 2009( استاثبات رسیده 

آمدن و  عنوان یک استراتژي تکاملی جهت فائق به

ها مخفی شدن در مقابل سیستم دفاعی گیاه در قارچ

   ,.Stergiopoulos  et  al(  شودمی  گرفته کار ه ب

  

2007(.  

و ارقام  Fomکنش قارچ  براساس الگوي برهم

و همکارانش در سال  Risserمقاوم ارائه شده توسط 

را مطابق با  Avrي ها ژنتوان حضور ، می1976

و  Folه شده در فرم اختصاصی الگوي برهمکنش ارائ

صورت به )Rep et al., 2004(فرنگی گیاه گوجه

   ).1جدول ذیل استنتاج نمود (جدول 

  

  و ارقام مقاوم ملون Fomهاي الگوي برهمکنش نژاد -1جدول 

FOM Races/ Avr gene 

Melon verities/R gene 

Ch-T/- Ch-F1/ Fom2 Ch-F2/ Fom1 BG/ Fom1 & Fom2 

0 Avr F1 & Avr F2 C InC InC InC 

1 Avr F2 C InC C InC 

2 Avr F1 C C InC InC 

1.2 - C C C C 

Fol-SIX1  InC C InC C 

C ،(مقاومت) برهمکنش سازگار :InC (حساسیت) برهمکنش ناسازگار  

  

در ارقام ملون تا حدي  Fol-SIX1عملکرد ژن 

 SIX1فرنگی به براساس الگوي پاسخ ارقام گوجه

فرنگی و کنش گوجه بینی است. در برهمل پیشقاب

قابل  I-3تنها توسط ژن  SIX1، حضور ژن Folقارچ 

این اساس  . بر)Rep et al., 2004(تشخیص است 

پاسخ دفاعی  تنها در صورتی Ch-Fom1در رقم 

 I-3ژن  يدارا رقمشود که این رقم مشابه فعال می

مطالعه که نتایج  ی عمل نماید. درحالیفرنگدر گوجه

متناظر  Avrتواند نمی SIX1دهد که حاضر نشان می

  باشد. Fom1ژن مقاومت 

به عنوان یک رقم مقاوم حامل  Ch-Fom2رقم 

هاي صفر و یک بوده و به نژاد Fom1ژن مقاومت 

هاي که در برابر نژادمقاوم است. در حالی Fomقارچ 

 ,.Risser et al(دهد حساسیت نشان می 1.2و  2

رود نژاد صفر و یک به دلیل داشتن انتظار می. )1976

، توسط گیاهی داراي ژن مقاومتی Avrي ها ژن

Fom1  قابل تشخیص باشد. بروز پاسخ

(حامل ژن  Ch-Fom2حساسیت در برگ رقم  فوق

تواند می SIX1ژن  ،) نشان دادFom1مقاومت 

در نظر گرفته شود، ولی با توجه به  Avr-F1معادل 

که فاقد این ژن  Ch-Tپاسخ در رقم تاثیر آن در بروز 

توان این نتیجه را تایید نمود. همچنین است، نمی

که حامل هردو ژن  BGعدم بروز پاسخ در رقم 

Fom1  وFom2  است)Chikh-Rouhou et al., 

بر اساس الگوي  SIX1دهد که نیز نشان می )2011

متناظر هیچ کدام از این  Avrتواند مورد انتظار نمی

  اشد.دو ژن ب

نتایج بدست آمده از این مطالعه بر اساس 

در ارقام  SIX1مشخص شد که الگوي پاسخ به ژن 

انطباق ندارد.  Fomملون با الگوي تفکیک نژادي 

نیز  BGرفت رقم درصورت وجود انطباق انتظار می

است، بتواند  Fom2و  Fom1که حامل هردو ژن 

آمده  دستپاسخ دفاعی را فعال نماید که در نتایج به

ي مقاومت ها ژنرسد نظر میاینگونه نبود و به

بینی است که دهی قابل پیشدیگري در الگوي پاسخ

-Chو  Ch-T براساس نتایج این مطالعه در ارقام

Fom2 توان الگوي حضور داشته باشد. در نتیجه می

را در ارقام  SIX1مقاومتی متناظر براي  حضور ژن
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 پیشنهاد نمود مورد مطالعه به صورت جدول ذیل

 RS1در مطالعه حاضر این ژن فرضی  ).2 (جدول

  گذاري شد. نام
  

ي مقاومتی متناظر براي ژن ها ژنالگوي حضور  -2جدول 

SIX1   براساس پاسخ گیاه به بیان ژنSIX1  
  نام ارقام  ژن مقاومت  پاسخ گیاه

HR RS1  CH-T  
nR  -  C-F1  
HR  RS1  C-F2  
nR  -  BG  

CH-T ،C-F1 ،C-F2  وBG ،.ارقام استاندارد ملونHR  پاسخ فوق

  عدم ایجاد پاسخ Nrحساسیت و 
  

و  Fom3هاي نامي مقاومت جدید بهها ژنحضور 

Fom4  در ارقام ملون در مطالعات دیگري نیز

 ;Zink and Gubler, 1985(گزارش شده است 

Oumouloud et al., 2010b(  که قادرند در برابر

ومت نشان دهند. مقا Fomقارچ  2هاي صفر و نژاد

شناسایی نشده  ها ژنمتناظر این  Avrولی تاکنون 

  است. 

  اثرگذار  يها ژن  داد، نشان  مطالعه  این   نتایج

هاي اختصاصی قارچ شناسایی شده در فرم

Fusarium oxysporum توانند براي مطالعه می

هاي اختصاصی مختلف کنش در فرم مکانیسم برهم

از فرم  SIX1و ژن مورد مطالعه قرار گیرند 

، قادر است سیستم دفاعی ارقام مقاوم Folاختصاصی 

در ملون را فعال کند. مطالعه حاضر نشان داد ژن 

Fol-SIX1 تواند سبب بروز مرگ سلولی در ارقام می

Ch-Fom2  وCh-T  شود و براي نشان دادن

ي مقاومت نیاز ها ژنبرهمکنش این ژن اثرگذار با 

ي مقاومت نیز با ها ژنیلی است تا در مطالعات تکم

کنش آنها  استفاده از روش بیان موقت جداشده و برهم

  در گیاهان مدل مورد ارزیابی قرار گیرند.
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