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Introduction 

 Broomrape (Phelipanche aegyptiaca) is one of the most important plant parasitic species which causes 
significant yield loss of different crops by colonizing roots and uptaking nutrients from the host plants. Haustoria 
attachment stage is the most important stage to study molecular mechanism of plant-parasite interaction. 
Identifying key genes in haustoria attachment stage may reveal novel strategies to control Broomrape. 
Transcriptome studies by Next-generation (high throughput, deep) sequencing have become an important tool in 
the molecular biology of plants in recent years. All stage-specific RNA-seq data are available on the plant 
parasite genome project database (http://ppgp.huck.psu.edu). Differential gene expression in haustoria 
attachment stage can detect candidate parasitism genes and contribute to understanding molecular basis of plant-
parasite interaction. This information may reveal novel genetic strategies such as HIGS to control Phelipanche 
aegyptiaca efficiently. 

Materials and Methods 

Analysis of Transcriptome data from the plant parasite genome project database (http://ppgp.huck.psu.edu) at 
Haustoria attachment stage and imbibed seed stage  revealed 391 gene transcripts with differential expression in 
these stages (unpublished data). Among these transcripts, four transcripts with unknown functions were detected 
with a high fold change in expression in the haustoria attachment stage. In order to predict possible roles of these 
transcripts in broomrape-host interactions, we used genome walking method to extend these transcripts. DNA 
was extracted from Phelipanche aegyptiaca stem using CTAB method. The quantity and quality of DNA 
samples were determined using the NanoDrop and agarose gel electrophoresis. DNA was digested by four 
restriction enzymes, DraI, EcoRV, StuI, PvuII. Four DNA libraries were purified using SDS protocol and ligated 
to GenomeWalker Adaptor (GenomeWalker Adaptor 1 and GenomeWalker Adaptor 2). Gene specific primers 
(GSPs) were designed using Primer3plus for Oa548, Oa3391, Oa1635, Oa424 transcripts. Primary PCR was 
done using gene-specific primer 1 (GSP1) and adaptor primer 1 (AP1). 1 µl of each primary PCR were diluted 
into 49 µl of deionized water. Diluted primary PCR products were used as template for Secondary PCR. Primary 
PCR was done to amplify the unknown sequence using gene-specific primer 2 (GSP2) and adaptor primer 2 
(AP2). Secondary PCRs desired bands were extracted form agarose gel using Genet Bio k-8000 kit. Extracted 
products were ligated to pTG19-T vector. Recombinant vectors were cloned to Escherichia coli competent cells 
using heat shock procedure and then cultured on LB plates. Colonies that contain recombinant vectors were 
detected using blue-white screening. Colony PCR was done to confirm the presence of inserted sequences. 
Selected colonies were incubated in 37C in LB media containing 100 microgram per ml Ampicillin. Plasmid 
extraction was done by Silica procedure. After sequencing by M13F and M13R, complete sequences were 
assembled using CAP contig assembly software. Fgenesh online software was used to predict gene structure by 
selecting Arabidopsis thaliana as organism. Gene prediction was done by AUGUSTUS. Complete sequences 
were more analyzed using Blast, CDD, Phobius prediction, HMMER, InterProScan. 
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Results and Discussion 

In this study we successfully extended the genomic sequences for two candidate transcript that showed 
increase expression in attachment stage. The sequence of Oa1635 and Oa424 transcripts was extended from the 
end of the 5`using the genome-walking method to determining the DNA sequence of unknown flank genomic 
regions and study the role of these sequences in plant-parasite interaction. Using this technique, 587bp and 
165bp of new DNA sequences were obtained for Oa424 and Oa163, respectively. Analysis of homology using 
BLASTX algorithm for Oa424 showed 71.57% similarity (e-value: 2e-41) with unknown protein 
(XP_011081407.1) containing the transposase domain. Also, the results of CDD tool predicted the 
DDE_Tnp_ISL3 domain in position between 257 and 466 bp (e-value: 7.31e-14). For Oa1635 transcript, the 
results of homology analysis using BLASTX algorithm showed 72.73% (2e-9) similarity with retrovirus-related 
polyprotein sequence from transposon tnt 1-94 (GFP84907.1). As the regulatory function of proteins with 
mutant-like transposase domains, the two transcripts Oa424 and Oa1635 may play a key role in haustoria 
development and plant-parasitic interaction. Signal peptides have observed in these sequences suggesting that 
these transcripts encodes secretory proteins from haustoria to plant-parasite interaction. 

Conclusion 

Bioinformatics analysis on extended sequence, identified transposase domains which may have regularity 
role in parasitic process such as haustoria development or penetration. These genes may play important roles in 
plant-parasite interaction and developing molecular strategies to control this parasitic plant.  

 
Keywords: Genome walking, Plant parasite, Transcriptome 
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 مقاله پژوهشی

 252-232 .، ص1041، تابستان 2، شماره 63جلد 

 

( با Phelipanche aegyptiaca) زیگل جال -زبانیم انکنشیدر م دیکاند هايجداسازي ژن

 ژنوم شیمایاستفاده از روش پ

 
 3علیرضا سیفی -*2امین میرشمسی کاخکی -1محمدرضا رضائی

 91/50/9055تاریخ دریافت: 

 05/59/9059تاریخ پذیرش: 

 

 چکیده

ی از طریق  جق     زراع اهانیکه خسارت پنهان آن به انواع گ باشدیم انگلی یهاگونه نیاز مهمتر یکی( P. aegyptiaca) یمصر زجالیگلگیاه 
مولکقولی میقانکن    ترین مرحله بقرای ماالهقه   مرحله اتصال مکینه انگل به میزبان، مهم قابل توجه است. اریبس ،آ  و مواد غ ایی از ریشه گیاه میزبان

و ماالهات ترنسکریپتوم، اطلاعات مهمی از مراحل رشقدی و میقانکن  گیاهقان انگلقی بقا       NGSیابی های توالیمیزبان است. با گسترش روش-انگل
داده پروژه ژنقوم  در پایگاه موجود  RNA-Seq یهاداده فرایند، نیا یدیکل یمولکول یهاراهبردروشن شدن  میزبان در دسترس قرار گرفته است. برای

های ترنسکریپتوم مربوط به مرحله اتصال به میزبقان بقه عنقوان مرحلقه مهقم در      آنالیز دادهشد.  زیآنال( http://ppgp.huck.psu.eduگیاهان انگلی )
بقا کقارکرد    یشده احتمقال  ییشناساهای رونوشت نی. از بمرحله گردیده است هایی با افزای  بیان در اینفرایند انگلی شدن، منجر به شناسایی رونوشت

نق   صیتشخ ی. براتری بررسی شدندرا در مرحله اتصال به میزبان داشتند در این ماالهه باور دقی  انیساح ب که بیشترینرونوشت  چهار ،نامشخص
ی تقوال  جفقت بقاز بقه    785تر از روش پیمای  ژنوم استفاده شقد.  یابی به توالی کاملجهت دست ز،یشدن گل جال یانگل ندیدر فرا هانوشترو نیا یاحتمال

و بخشقی از تقوالی    Oa424ها نشان داد تقوالی کامقل رونوشقت    اضافه گردید. بررسی Oa1635 جفت باز به توالی رونوشت 567و  Oa424رونوشت 
Oa1635  .کامل هاییتوال یکینفورماتوایب لیتحل و هیتجزبه روش پیمای  ژنوم جداسازی شده است Oa424  وOa1635، های بقا  تشابه با پروتیئن

در  یمق ینق  تنظ این دو رونوشتاحتمالا رسد به نظر می ترانسپوزاز نیدام یدارا یهانیپروتئی مینق  تنظند. با توجه به را نشان داد فهالیت ترانسپوزاز
کننقد کقه در   های ترشحی را کقد مقی  ها، احتمالا این دو رونوشت پروتئیننال پپتید در این توالیهمچنین با توجه به وجود سیگ .دنشدن دار یانگل ندیفرا

 شوند.میزبان از اندام مکنده ترشح می-میانکن  انگل

 
 گیاه انگل  ،ترنسکریپتومپیمای  ژنوم،  :کلیدی هایواژه

 

   1 مقدمه

د های انگلی هستنگونه،(.Orobanche spp)های گل جالیز گونه
ی انگلی از که آ ، مواد مهدنی و آلی مورد نیاز خود را از طری  مکینه

 اجبقاری  انگقل  هرز علف نوعی کنند. این گیاهمی گیاه میزبان دریافت
 شقرقی،  اروپقای  و غربقی  آسیای مدیترانه، مناقه سرتاسر در که است
 عمقده  خسقارت  باعث گیاه این. است شده فراوانی خسارت بروز باعث

                                                           
، گقروه بیوتکنولقوژی و   اناسقتادیار  و دانشجوی کارشناسی ارشد رتیبتبه -3و  2، 5
 نژادی گیاهی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایرانبه
 (Email: mirshamsi@um.ac.ir                       نویسنده مسئول: -)*

DOI: 10.22067/JPP.2022.71531.1038 

 Apiaceae،Crucifereae هققایخققانواده ه گیاهققانبقق اقتصققادی

،Compositae ،Leguminosae ،Cucurbitaceae ،Solanaceae  
 (.Chai et al., 2015) شده است Geraminaceaeو 

 (Phelipanche aegyptiaca)جقالیز مصقری   در این بقین، گقل  
که خسارت پنهان آن به باشد جالیز میهای گلیکی از مهمترین گونه

ی زندگی این انگل انواع گیاهان زراعی، بسیار قابل توجه است. چرخه
کشد و در پایان این دوره ققادر اسقت بق ور ریقز و     سال طول مییک 

 ی خقود را در خقا   ی نامیقه سال ققوه  22فراوانی را تولید کند، که تا 
ی زنقدگی  (. این انگل اکثقر دوره Singh et al., 2006کنند )حفظ می

خود را در زیر خا  گ رانده و استقرار موف  در خا ، آن را تبدیل بقه  
 کنقد یک مخزن برای دریافت آ  و مواد غ ایی از گیقاه میزبقان مقی   
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(Delavault, 2015)که ارتبقاط   در مراحل پایانی نمو، در حالی . انگل
ی گیاه میزبان برقرار کقرده اسقت، بقا    ار نزدیک و شدیدی با ریشهبسی

جقالیز بقه   گقردد. گقل  دار، بیرون از خا  پدیدار مقی ظهور قسمت گل
موجب ج   آ ، مواد مهدنی و برخقی مقاکرومولکول هقا از میزبقان،     
خسارت ظاهری مانند پژمردگی، کوتولگی، و در نهایت کاه  کیفی و 

 (. Joel et al., 2007) داردکمی محصول را به دنبال 
ی گیقاه میزبقان و اعمقال    جالیز بر روی ریشهی استقرار گلنحوه
دهنده، کنترل ایقن انگقل را   ی گلی خسارت قبل از ظهور ساقهعمده

هقای کنتقرل،   بسیار مشکل ساخته است. تقاکنون بسقیاری از راهبقرد   
عی تا کنترل شقیمیایی انجقام شقده    زراهای گوناگون بههمچون روش

(Joel et al., 2007   که متاسقفانه هقی ،) هقای کنتقرل   کقدام از روش
موجود روشی موثر، مقرون به صرفه و قابل اجرا در ساح مزرعه نبوده 

ای که در جهقت کنتقرل گقل جقالیز     های گستردهاست. به رغم تلاش
باط نزدیک میزبان و انگل، سیکل زندگی و صورت گرفته، به دلیل ارت

ظهور آن بهد از اعمال خسارت، نتایج موفقیت آمیز کمی حاصل شقده  
و مهرفققی  رو لققزوم توسققهه(. از ایققنGressel et al., 2004اسقت ) 
وری بالا، از طری  ماالهه دقی  میانکن  های جایگزین، با بهرهروش
بان جهت شناخت راهبردهای درگیر و استفاده از مهندسقی  میز -انگل

 رسد.ژنتیک برای ایجاد مقاومت در گیاهان زراعی ضروری به نظر می
، ماالهققات NGS5هققای تققوالی یققابی اخیققرا بققا گسققترش روش

ترنسکریپتومی به یکی از ابزارهای مهم تحقیقات ژنتیکی تبدیل شقده  
وم اطلاعات مفیدی از هر یقک  است. با استفاده از ماالهات ترنسکریپت

. ماالهقه  (Wang et al., 2009)آیقد  از مراحل رشدی به دسقت مقی  
صقورت گرفقت و داده هقای     2252ترنسکریپتوم گل جقالیز در سقال   

ترنسکریپتوم تمام مراحل رشدی گل جالیز از طری  پایگاه داده پقروژه  
( در دسترس است http://ppgp.huck.psu.eduژنوم گیاهان انگلی )

(Yang et al., 2014ی .)در کنتقرل   تیق عوامل موفق نیاز مهمتر یک
رشد  ییدر مراحل ابتدا لیو دخ یضرور یها، انتخا  ژنیجوامع انگل

از اعمقال خسقارت   و نمو انگل است، که به منظور کنترل انگقل قبقل   
. آنالیز مقدماتی انجام (Yoder et al., 2009است ) تیحائز اهم اریبس

های ترنسکریپتوم مربوط به شده توسط تیم تحقیقاتی حاضر روی داده
مرحله اتصال به میزبان به عنوان مرحله مهم در فرایند انگلقی شقدن،   

با افزای  بیان در این مرحله گردیده  هاییمنجر به شناسایی رونوشت
، شقده  ییشناسقا  هقای رونوشقت  نیاز بهای منتشر نشده(. است )داده

 انیق سقاح ب  نیشقتر یچهار رونوشت با کارکرد نامشخص و همراه با ب
 . شد انتخا 

 ها در فراینقد عملکرد احتمالی این ژن In silicoبه منظور بررسی 
جداسازی توالی کامل برخی از  میزبان، در این تحقی  -انگل میانک 
هقای بدسقت آمقده از فقاز     های احتمالی کلیدی براسقاس داده ژن این

                                                           
1- Next-generation sequencing 

 هقققایروش از اسقققتفاده و بقققا RNA-Seqمققققدماتی ماالهقققات  
از  رایاخبیوانفورماتیکی به عنوان هدف پروژه مورد بررسی قرار گرفت. 

روش  کیق بقه عنقوان    (HIGS2) زبانیم  یژن از طر یروش خاموش
 کیق ژنت یمهندسق  هقای در روش هقا یمقار یدر کنترل آفقات و ب  موثر

 Govindarajulu et al., 2015 ، Koch and) شقود یاسقتفاده مق  

Kogel, 2014.)  روشHIGS   هقایی کقه بقرای کنتقرل     در پقژوه
Striga asiatica (Yoder et al., 2009 ،)گیاهقان انگلقی ماننقد    

Triphysaria versicolor (Tomilov et al., 2008 و )Cuscuta 

pentagona (Alakonya et al., 2012انجام شده ) اند، مورد استفاده
از روش پیمقای  ژنقوم    قرار گرفته است. پس از جداسازی با اسقتفاده 

(Leoni et al., 2011)   هقای کلیقدی   و بررسقی بیوانفورمقاتیکی، ژن
، مقورد  HIGSهقای مبتنقی بقر    جهت اسقتفاده در طراحقی اسقتراتژی   

 استفاده قرار خواهد گرفت.

 

 هامواد و روش

هتا  اانییتی  تا ننتم نا دت    ر      شناسایی رونوشت  

  یانکنم

مربوط  زیگل جال پتومیترنسکر یابی یتوال هایدادهماالهه،  در این
 .Pگونقققه PPGP (http://ppgp.huck.psu.edu)بقققه پایگقققاه  

aegyptiaca ، زنی و اتصال به میزبان مورد تجزیقه و  در مرحله جوانه
ونوشت با نقق   تحلیل تفاوت بیان قرار گرفت. در این بررسی چهار ر

از بققققین  Oa424و  Oa548  ،Oa3391 ،Oa1635نامشققققخص
جقدول  های افزای  بیان یافته در مرحله اتصال بقه میزبقان )  رونوشت

، P.value( و کمتقرین  Fold Change(، بر اساس بیشقترین بیقان )  5
 های چاپ نشده(.انتخا  گردید )داده

 
 نامشخص نقش با یانتخاب یهارونوشت -1جدول 

Table 1- Selected transcripts with unknown function 
 مقدار پی
P.value 

 تفاوت بیان 
Fold change 

 نام رونوشت انتخابی

Transcript Name 
1.59E-09  6253 Oa548 
2.00E-07  2108 Oa3391 
6.88E-08  1890 Oa1635 
9.90E-07  681 Oa424 

 

 پیمایم ژنوم ا استفا ه از روش اانییی ها  جیاساز  ژن

 ها  پیمایم ژنومو تهیه اتا  انه DNAاست راج 

از سققاقه گققل جققالیزا رشققدیافته در مزرعققه      DNAاسققتخرا  
( Doyle, 1991براساس روش دویقل )  CTABفرنگی به روش گوجه

                                                           
2- Host-induced gene silencing 

http://ppgp.huck.psu.edu/
http://ppgp.huck.psu.edu/
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خرا  شده با است DNAبا کمی تغییرات انجام گرفت. کمیت و کیفیت 
استفاده از نانودراپ و الکتروفورز ژل آگارز مورد سنج  ققرار گرفقت.   

بهد از ارزیابی  ی ژنومیDNAهای پیمای  ژنوم، جهت تهیه کتابخانه
، DraIهقای محقدود کننقده    کیفی و کمی بقه طقور کامقل بقا آنقزیم     

EcoRV ،StuI  وPvuII شرکت(Theremofisher .برش داده شد ،) 
، تخلقیص  SDSکتابخانه با استفاده از تخلیص به روش  در نهایت هر
( و بقه طقور جداگانقه بقه آداپتورهقای      Leoni et al., 2011گردیقد ) 

هققای متصققل شققد. تققوالی ایققن آداپتورهققا بققا نققام   5پیمققای  ژنققوم
GenomeWalker Adaptor 1  وGenomeWalker Adaptor 2 

 آمده است. 2جدول در 

 

 ها  پیمایم ژنوم PCR رحله جیاساز   ا استفا ه از 

 Primer3Plusطراحی آغازگرها در این مرحله با استفاده از ابقزار  
(. برای هر رونوشت دو آغازگر اختصاصی طراحقی  2جدول انجام شد )

( در GSP22صققی ژن )شقد. بقه ایققن صقورت کققه آغقازگر دوم اختصا    
 7( نزدیک به انتهقای  GSP13بالادست و آغازگر اول اختصاصی ژن )

به ازای هر کتابخانه با استفاده  PCRگیرد. واکن  پریم توالی قرار می
( و یققک آغققازگر اول اختصاصققی ژن  AP1از آغققازگر اول آداپتققور ) 

(GSP1 انجام شد. سپس مخلوط ،)PCR  رقی  شقده و   72به  5اول
( AP2دوم با استفاده از آغازگر دوم آداپتور ) PCRوان الگو برای به عن

سقپس  (، اسقتفاده گردیقد.   GSP2و یک آغازگر دوم اختصاصقی ژن ) 
. نتیجه ایقن فراینقد   شدند الکتروفورزژل آگارز  یرو PCRمحصولات 

در هقر کتابخانقه    PCRبه طور کلی یک یا چند باند در هر محصقول  
 است. 

 

 TA ر واتور  PCRوالونیگ قطعات ت لی  قطعات از ژل 

 Genet Bioتخلیص باندهای مورد نظر از ژل با استفاده از کیت )

k-8000 براساس دستورالهمل شرکت سازنده انجام شد. سپس مقدار )
 نانوگرم از هرکدام از قاهات تخلقیص شقده از ژل، در پلاسقمید    522

pTG19-T (72  مربوط به کیت )نانوگرمTA کقد   )شرکت سیناکلون
CL5841  با استفاده از دستورالهمل شرکت سازنده کلون شدند. ایقن ،)

هققای بققرای غربققالگری بققه روش کلققونی LacZپلاسققمید دارای ژن 
 باشد. یابی میبرای توالی M13سفید/آبی و همچنین آغازگرهای 

 

 انتنال واتور نوترایب  ه  ااتر   ستعی 

سویه  Escherichia coliابتدا سلول مستهد باکتری با استفاده از 
Top10 ی به روش شو  حرارتق  تهیه و سپس پلاسمیدهای نوترکیب

                                                           
1- GenomeWalker Adaptors 

2- Gene-specific primer 2 

3- Gene-specific primer 1 

(. Sambrook and Russell, 2006به سلول مسقتهد انتققال یافقت )   
از روش غربقالگری   بینوترک دیپلاسم یانتخا  تک کلون حاوجهت 

ی نوترکیقب دارای  هقا برای شناسایی کلقون  PCRسفید/آبی و کلونی 
قاهه مدنظر استفاده شد. پس از تایید حضور قاهه موردنظر از طریق   

سیلین بقا  مایع حاوی آمپی LB، کلونی باکتری در PCRروش کلونی 
لیتر رشقد داده شقد. سقپس اسقتخرا      میکروگرم بر میلی 522غلات 

-Grimm, and Voßپلاسققمید بققه روش سققیلیکا انجققام گرفققت ) 

Neudecker, 2003 .انجام گرفت ) 

 

 اارار  ژن ینی یمو پ یوانفور اتیکی  یزها آنالیا ی، توالی

یقابی بقه شقرکت    پلاسمیدهای استخرا  شده جهت انجام تقوالی 
و  M13Fماکروژن کره جنقوبی ارسقال و بقا اسقتفاده از آغازگرهقای      

M13R    کامقل بقا    مورد توالی یابی قرار گرفت. سقرهم کقردن تقوالی
انجام شقد. سقپس سقاختار     CAP contig assemblyاستفاده از ابزار 
. در به دست آمدنقد  Fgeneshهای کامل، با استفاده از ابزار ژنی توالی

 Arabidopsis، گزینققه Fgeneshبخقق  انتخققا  ارگانیسققم ابققزار 

thaliana (thale cress)  بینی ژن با اسقتفاده از  انتخا  گردید. پی
 Arabidopsisهای کامل با انتخا  برای توالی AUGUSTUSابزار 

thaliana  .یکیوانفورمقات یب یاز ابزارهقا به عنوان ارگانیسم انجام شد 
Blast ،CDD 2،Phobius prediction ، HMMER  و

InterProScan کامل به دست آمده، استفاده شقد.  یتوال یبررس یبرا 
 فرض انجام شد.تمام تنظیمات برای این ابزارها به صورت پی 

 

 نتایج و بحث

پیمتایم ژنتوم و ستره      ا روش ها  اانییی جیاساز  ژن

 Oa1635و  Oa424ها  ار ن توالی رونوش 

کتابخانقه   2های کاندید مقوردنظر در  اول برای ژن PCRواکن  
و آغققازگر اول  AP1)ژنققومی بققا اسققتفاده از آغققازگر آداپتققور اول )   

( انجام شقد.  3جدول های کاندید )اختصاصی ژن برای هر کدام از ژن
و آغازگرهقای   AP2دوم همراه با آغازگر آداپتور  PCRسپس واکن  

و  GSP2 ،1635-GSP2 ،548-GSP2-424اختصاصققققققققی ژن 
3391-GSP2  انجام و منجر به تکثیر چندین باند قابل مشاهده برای

در  یباقور کلق  (. 5شقکل  )هر رونوشت در هر کتابخانه ژنومی گردید 
بزرگتقر کقه بقا شقدت بقالا و       زیژنوم انتخا  باند با سا  یمایروش پ

مثقال در مقورد    یباشد. برایم تیشده باشد اولو ریبصورت شارپ تکث
 اریشقده اسقت لق ا بانقد بسق      ریتکث فیباند ضه نیبزرگتر Oa424 ژن

در نظقر   یه بصقورت اختصاصق  شد ریبه عنوان قاهه تکث یشارپ بهد
 شد. یو جداساز صیگرفته، تخل

                                                           
4- Conserved Domain Database 
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 مطالعه نی( مورد استفاده در اAP) یآداپتور یآغازگرها و( GSP) یاختصاص یها آغازگر ،یدیگونوکلئوتیاول یها یتوال -2 جدول

Table 2- Oligonucleotide sequences, gene specific primers (GSP) and adaptor primers (AP) used in this study 

 3' <-5'توالی پرایمر 
Primer sequence 5`->3` 

 دمای اتصال

Tm C 
 نام آغازگر

Primer name 
CCCATCAGTGGATTCTTGCT 57 548_GSP1 

CTAGTGGGATTGGATTTTGATGCC 56 548_GSP2 
AGCGCATATAGTAACGCATC 56 424_GSP1 

CAACTCCTCCTTTGGCTGTCTC 58 424_GSP2 
AAAAGGGTCATGGTCTGGTG 58 1635_GSP1 

GTTTTGGCTTTGATAAGGAGTGCT 55 1635_GSP2 
ATCAAAAGCCGGATGTGTTC 56 3391_GSP1 

GCTGAGAAGCAAAGCCACAAAA 56 3391_GSP2 
GTAATACGACTCACTATAGGGC 51 AP1 

ACTATAGGGCACGCGTGGT 59 AP2 
CCCGACCA - GenomeWalker Adaptor 1 

GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT - GenomeWalker Adaptor 2 
 

 زیباندها ن نیا صیو تخل یموارد جداساز نیلازم به ذکر است در ا
 یاختصاص ریغ ریژنوم تکث  یمایدر پ یدهد. باورکلیم یبهتر جهینت

 کمتر در واکن  ریتکث لیبه دل یاختصاص ریغ یمهمول است و باندها

PCR با توجه به نتایج حاصل،  .شوندیژل کمرنگ تر مشاهده م یرو
جفقت بقازی،    622باند حقدودا   Oa424نوشت های ترتیب برای روبه

باند حدودا  Oa548جفت بازی، رونوشت  222باند  Oa1635رونوشت 
جفقت بقازی    522بانقد حقدودا    Oa3391جفت بازی و رونوشت  022

کلون شدند. بهقد   pTG19Tانتخا  و بهد از تخلیص از ژل در وکتور 
و  pTG19T-424، پلاسقمیدهای تاییقد شقده    PCRاز انجام کلقونی  

pTG19T-1635 یققابی قققرار گرفققت. کلققونی تققوالیPCR  بققرای دو
یقابی ارسقال   تایید نشد و بقرای تقوالی   Oa3391و  Oa548رونوشت 
 نشدند.

 CAP contigسرهم کقردن تقوالی کامقل بقا اسقتفاده از ابقزار       

assembly جفت باز از قاهه حاصل از پیمای  ژنوم را  38، همردیفی
 785اییقد کقرد. در ایقن پیمقای  ژنقومی      ت Oa424با قاهه رونوشت 
جفت  22اضافه گردید. همچنین  Oa424توالی  ’5جفت باز به انتهای

همردیف گردید  Oa1635باز از قاهه حاصل از پیمای  ژنوم با توالی 
 اضافه شد. Oa1635توالی  ’5جفت باز به انتهای 567و 

 

پیم  ینی ساختار ژن و آنالیز انتولوژ  توالی ها  اا ت   

Oa424  وOa1635 

، Fgeneshبققا اسققتفاده از ابققزار    Oa424نتققایج آنققالیز تققوالی   
و سققیگنال  box-TATAمربققوط بققه ناحیققه  TSS 5حضورسققیگنال 

PolyA  ( توالی پقی  797+و  29+را در موقهیت های )   .بینقی نمقود

                                                           
1- Position of transcription start (TATA-box position 

and score) 

بقه  CDSl 3و CDSf 2همچنین این آنقالیز نشقان داد کقه دو بخق      
بقه   انیق کدکننده با کدون آغاز و کقدون پا  هاییتوالمربوط به  بیترت

قابققل شناسققایی   (604-528+)و  (172-82+) ترتیققب در موقهیققت 
نشقان   Oa1635بینقی سقاختار ژن تقوالی    هستند. علاوه براین پقی  

ترتیقب در  بقه  PolyAو  TATA-Boxدهنده وجود سیگنال احتمالی 
(. بررسققی 3جققدول و  2ل شققکباشققد )مققی 831+و  174+موقهیققت 
 BLASTXبقا اسقتفاده از الگقوریتم     Oa424کامقل   یتوال همولوژی

ناشقققناخته  نیبقققا پقققروتئ ( 2e-41) درصقققدی 71.57هماننقققدی 
(XP_011081407.1 )نتقایج  . ترانسقپوزاز را نشقان داد   نیمود یحاو

 BLASTNو  BLASTXهقای  همولوژی با استفاده از الگوریتم آنالیز
 Oa424کامقل  ی تقوال آنقالیز   همچنقین . آورده شده است 2جدول در 

وجود دومین ترانسپوزازی  ،NCBIمربوط به پایگاه  CDDتوسط ابزار 
DDE_Tnp_ISL3  466تا  257بین فاصله ( 7.31جفت بازe-14 را )

بقه   ORFبلندترین تقوالی  ، ORFfinderبا استفاده از ابزار  .تایید نمود
مقورد ارزیقابی ققرار     HMMERدست آمد و سپس این توالی با ابقزار  

و  BLASTXگرفققت. خروجققی بدسققت آمققده کققاملا نتققایج آنققالیز   
BLASTN .نتایج آنالیز همولوژی با استفاده از الگقوریتم   را تایید نمود
BLASTX  برای توالیOa1635  72.73همانندی  ( 2درصقدیe-9 )

 Retrovirus-related pol polyprotein from یتقققوالبقققا 

transposon tnt 1-94  با شماره دسترسیGFP84907.1   نشقان داد
 (.2جدول )

 در مرحلقه اتصقال  ، Oa1635و  Oa424های ناشقناخته  رونوشت
ند. توالی کامل را نشان داد انیب  ی، افزاانگل به میزبان در گیاه انگلی

پریم بقا اسقتفاده از روش پیمقای      7ها از سمت انتهای رو نوشت این
هقا در میقانکن  انگقل و    ژنوم گسترش داده شد تا نق  این رونوشت

                                                           
2- Coding DNA sequence  

3- Coding DNA sequence _ internal 



 062     ...زیگل جال -زبانیم انکنشیمدر  دیکاند هایجداسازی ژنرضائی و همکاران، 

 Oa424توالی های  ’5میزبان مشخص شود. در این روش، به انتهای
جفت باز اضافه شدند. نتیجه آنالیز  567و  785، به ترتیب Oa1635و 

، ناحیقه  TATA-boxرونوشت، شامل ناحیقه   توالی کامل برای هر دو
CDS  و سیگنالPolyA  .بودند 

 

 
 AP2آداپتور  آغازگر و GSP2-3391و  GSP2، 1635-GSP2، 548-GSP2-424ژن  یاختصاص یآغازگرهااستفاده از  با PCRقطعات  ریتکث -1 شکل

 یژنوم شیمایمرحله دوم پ PCR درو 

 دیکاند رونوشت چهار یتوال بالادست هیناح ریتکث به مربوط بیبه ترت 6تا  3و چاهک  یکنترل منف 2(، چاهک ستیدناز شرکت) 100bpمارکر  زیسا 5چاهک  
Figure 1- Amplification of PCR fragments using specific primers (424-GSP2, 1635-GSP2, 548-GSP2 and 3391-GSP2) and 

AP2 (nested primer) in the second PCR of genome walking 

 Lane 1, 100bp DNA ladder (Denazist); Lane 2, negative control, Lane 3-6, second PCR product amplified from the upstream region 

of the four candidate transcripts 

 

 

 CCDشده توسط ابزار  ینیب شیپ یهانیومد در آن تیموقع و یتوال یفیهمرد کیشمات شینما -2 شکل
Figure 2- Schematic representation of sequence alignment and its positions in predicted domains by CCD 

 
 AUGUSTUSبا استفاده از ابزار  Oa1635و  Oa424 یهایتوال گنالیس تیموقع و ژنساختار  ینیبشیپ -3 جدول

Table 3- Prediction of gene structure and signals position of Oa424 and Oa1635 sequences by AUGUSTUS 

 نام توالی

Sequence name 

 طول

Length 
 

 ژن

Gene 

 ترمینال

Terminal 

 کدکننده

CDS 

 کدون پایان

Stop Codon 
 اساستی

TSS 

 سیگنال پلی آ

PolyA 

Signal 

Oa1635 894 

Begin 209 - 209 596 174 831 
End 598 - 598 598 

 
 

Strand + + + + 
 

 
Reading 

frame 
. 1 1 0 

 
 

Oa424 839 

Begin 88 - 88 602 29 797 
End 604 - 604 604 

 
 

Strand + + + + +  
Reading 

frame 
. 2 2 0 .  

 
 نی، دامققOa424شققت ورونبققا بررسققی همولققوژی تققوالی کامققل 

هقای اتصقال بقه    دومقین  .دیق اهده گردمشق  Mutator-likeترانسپوزاز 
DNA سقازی رونویسقی در ترانسقپوزاز    های فهالو دومینMutator-

like سقازی برخقی   ها بسیار حفاظت شده است که احتمالا نق  فهال
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تقوان بقه   (. برای مثقال مقی  Lin et al., 2007کنند )ها را ایفا میژن
 ,.Tang et alنتز کلروفیقل اشقاره کقرد )   ها در تنظیم بیوسق نق  آن

در  DAYSLEEPERترانسققپوزاز (. فقققدان یققا افققزای  بیققان 2012
گیاهان آرابیدوپسیس منجر به رشقد و نمقو غیرطبیهقی در ایقن گیقاه      

تواننقد  های این ماالهه نشان دادند که ترانسپوزازها مقی شود. یافتهمی
ضروری باشند و بیان ژن را در ساح کلان تنظیم برای توسهه گیاهی 

(. راباققه تکققاملی بققین Bundock and Hooykaas, 2005کننقد ) 
ها و ترانسقپوزاز و  Rbf1pو  Rcs1pفاکتورهای رونویسی مخمر مانند 

–WRKYهمچنققین راباققه تکققاملی بققین دامققین فققاکتور رونویسققی 

GCM1  اثبققات هاترانسققپوزازو ( شققدAravind et al., 2006 .)
تا  زبانیم -انگل انکن یمتاسفانه در خصوص نق  ترانسپوزازها در م

بقه نقق     ینشده اسقت و تنهقا مققالات مهقدود     هیارا یکنون گزارش
بقرای مثقال،    انقد. هقا اشقاره کقرده   ها در خصقوص پقاتوژن  ترانسقپوزاز 
با عمل بقر هسقته    Acinetobacter baumanniiباکتری ترانسپوزاز 

 E-cadherin ، پرومقوتر ژن DNAهای میزبان و متیلاسقیون  سلول

(CDH1) دهققد را مققورد هققدف قققرار داده و بیققان آن را کققاه  مققی
(Moon et al., 2012 .)جهیتوجه به نت با BLASTN  وBLASTX 
-Retrovirus یتوالهمولوژی با  (،2جدول ) Oa1635رونوشت  یبرا

related pol polyprotein from transposon tnt 1-94   مشقاهده
 Phtheirospermumگردیققد. ایققن پققروتئین متهلقق  بققه گونققه    

japonicum  و خققانوادهOrobanchaceae باشققد و دارای نققق  مققی
 یدارا یهقا نیپقروتئ  یمق ینقق  تنظ باشد. از آنجاکقه  ترنسپوزازی می

 دومشقخص شقده اسقت، احتمقالا      Mutator-likeترانسقپوزاز   نیدام
 دارند یدینق  کل یانگل یهاندیدر فرا Oa1635و  Oa424 رونوشت

در تقوالی ایقن دو رونوشقت     .باشقند می یمینق  تنظ یو احتمالا دارا
ناحیه سیگنال پپتید تشخیص داده شد. پس احتمالا ایقن دو پقروتئین   

جقالیز و میزبقان از   ند و ممکن است در میانکن  گقل باشترشحی می
 .طری  اندام مکنده ترشح شوند

 
 BLASTN و BLASTX یها تمیبا الگور Oa1635و  Oa424 یها یتوال یهمولوژ زیآنال -4جدول 

Table 4- Homology analysis of Oa424 and Oa1635 transcripts by BLASTX and BLASTN algorithms 

 نام توالی

Sequence 

name 

 بلاست

BLAS

T 

مقدار 

 ای
E-

valu

e 

درصد 

 تطابق

Identit

y% 

شماره 

 دسترسی

Accession 

 توضیحات

Description  

Oa1635 

BLAS

TX 
 

2e-

09 
72.73 

GFP84907.

1 

Retrovirus-related pol polyprotein from transposon tnt 1-94 

[Phtheirospermum japonicum] 
(Orobanchaceae) 

 

3e-

08 
65.91 

ABA97652.

1 

Retrotransposon protein, putative, Ty1-copia subclass [Oryza sativa 

Japonica Group 
 

 

BLAS

TN 

9e-

06 
72.27 

XR_005157

610.1 

Triticum dicoccoides uncharacterized LOC119325638 

(LOC119325638), transcript variant X3, ncRNA 
 

 

3e-

05 
86.79 

XM_02330

2364.2 
Zea mays probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 

 
 

Oa424 

BLAS

TX 

2e-

41 
71.57 

XP_011081

407.1 
uncharacterized protein LOC105164455 [Sesamum indicum]  

4e-

28 
55.34 

VFQ92043.

1 
unnamed protein product [Cuscuta campestris]  

 
BLAS

TN 

1e-

38 
72.93 

XM_01108

3105.1 
Sesamum indicum uncharacterized LOC105164455 (LOC105164455), 

mRNA 
 

6e-

22 
69.07 

XM_01297

5170.1 
Erythranthe guttatus uncharacterized LOC105951718 

(LOC105951718), mRNA 
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