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 چکیده

گیرند. تركیبات فیتوآنتیسیپین از جمله مواد دفاعی است كه در جهت غلبه بر سیستم دفاعی گیاه از ابزار مختلفی بهره می ی بیماریزای گیاهیهاقارچ
هاا از  ی از قارچو غلبه بر سیستم دفاعی گیاه توسط طیف شود. آنزیم توماتیناز جهت تجزیه فیتوآنتیسیپینگیاه جهت جلوگیری از حمله بیمارگرها تولید می

باا هادر ردیاابی تاوالی كاد كنناده آنازیم توماتینااز در فارم اختصاصای           شاود.  تولید می F. oxysporumهای اختصاصی قارچ جمله تعدادی از فرم
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (Fom)    آغازگرهای اختصاصی بر اساس توالی محافظت شده بالادست و پائین دست تاوالی كدكنناده 

از ناااد یا      DNAطراحی شد. استخراج   .Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi (Fol)گزارش شده از فرم اختصاصی FoTom1ژن 
 شایع در استان خراسان  انجام شد و واكنش تكثیر با استفاده از آغازگرهای اختصاصی صورت گرفت. الگوی الكتروفورزی محصول واكنش حضاور یا   

مورد مقایساه   Folیابی شد و با توالی گزارش شده از فرم اختصاصی یید نمود. قطعه تكثیر شده بصورت دو جهته توالیزه مورد انتظار را تأاندا ت  باند در
سطح  بر هم منطبق شد و با توالی رفرنس همردیفی انجام شد. نتایج نشان داد در Vector NTi V11قرار گرفت. نتایج توالی یابی با استفاده از برنامه 

یابناد. آناالیز تاوالی باا اساتفاده از      جهش در سطح توالی پروتئینی نیز بروز می 7جهش در توالی شناسائی شده وجود دارد كه از این بین  14نوكلئوتیدی 
كه تاوالی ردیاابی شاده     یید نمود. این نتایج نشان دادأوجود ی  توالی سیگنال پپتید و ی  دومین هیدرولازی را در توالی شناسائی شده ت Pfamبرنامه 

 MF178403نامگذاری شد و در بان  ژن با شماره بازیابی  Fom-Tomباشد. این توالی  Fomمیتواند همولوگ ژن توماتیناز در ژنوم فرم اختصاصی 
های رخ داده در توالی داد جهشافزاری انجام شد كه نشان ها شناسائی شده در عملكرد ژن توماتیناز آنالیزهای نرمبینی اثر جهشثبت شد. با هدر پیش

 ثیرگذار باشند. أتوانند در عملكرد ژن تدهند و میثیر قرار میرولازی ساختمان پروتئین را تحت تأدومین هید

 
 ژن توماتیناز  ردیابی ژن  خربزه  بیماری زردی و پامردگی آوندی خربزه کلیدی: هایواژه

 

   2 1 مقدمه

 در خاود  محافظات  بارای  فای مختل دفااعی  هایمكانیسم گیاهان
هاا   یپینسا یتوآنتیف. (1)دارند  مهاجم از بیمارگرهای زیادی تعداد برابر
ساالم وجاود    یاهاان در گ یهستند كه به طور ساختار یدفاع یباتترك

 بشامار  زایمااری نسبت به عوامل ب یداخل یمیاییمانع ش یدارند و نوع
 یا  متشاكل از   آلكالوئیدگلیكوزیادی  . تومااتین  (21 و 14)روناد  می
 كاه ( 2) است( یكوتترااوز)بتا ل تتراساكارید ی ( و یدین)تومات یكونآگل
 بتااا آزاد یهاااگااروه باااخااود  یدروكساایله 3 بتااا گااروه واسااطه بااه
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   شیرازپزشكی  دانشگاه شیرازد گروه گیاهاستا -5
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 باعثداده و  یلتشك كمپلكسقارچ  ییغشا یهااسترول هیدروكسیلی
مای  قارچی غشایرفتن  ینب از یجهدر نت و سلولی نشتو  منفذ ایجاد
 یهااایاسااتراتا یاازهااا نبیمارگر (.17 و 2  8  20  18  10) گااردد
 4  3)دارناد  اختیار  در قارچ ضد تركیبات از این عبور یبرا یمخصوص

های ها استفاده از آنزیمهای مورد استفاده در قارچاز روش ییك (.14و 
 و 14  8) اسات گیااهی   دفاعدرگیر در سیستم تخریب كننده تركیبات 

های ترشحی است كه توساط قاارچ   تیناز از جمله آنزیمآنزیم توما. (15
های قارچ ریسه ترشح شده و با تخریب توماتین شرایط را جهت توسعه

 توماتینااز  آنزیم (.19 و 16  13  11  6  14كند )در بافت گیاه مهیا می
هاای  ایان خاانواده از آنازیم   اسات.   هیادرولازی  گلیكوزیل آنزیم ی 

ی سااختار آنومریا  نگاهاداری و توپولاوژی     هیدرولاز  داراگلیكوزیل
گاروه  برداشات  های گلیكوزیل هیدرولاز باآنزیم(. 5باشد )شكافی می

 كااهش  و قنادی  هاای گروه آزادسازی باعث هاقندی از ساپونین های
ساال   در (.6 و 13  11  15  14  8)شاوند  مای  تركیباات  ایان  سمیت
 .F. oxysporum fیموجود در فرم اختصاص ینازتومات یلادی م 1997

 علوم و صنایع كشاورزي()حفاظت گیاهان  نشریه

 1-8 .ص ،1398 بهار، 1شماره ، 33جلد 

Journal of Plant Protection 

Vol. 33, No. 1, Spring 2019, P. 1-8 
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 1398 بهار، 1 شماره، 33 ، جلدنشریه حفاظت گیاهان )علوم و صنایع كشاورزي(     2

sp. radicis-lycopersici شاد   ردیاابی  و بررسای  پروتئین سطح در
 یستندن یگوجه فرنگ بیمارگر هایی كهتوماتینازی در قارچ . فعالیت(11)
 فارم  ترتیاب  به gladioliو  tuberose  melonis  niveum قبیل از

 لگلایا خربازه  هندواناه و    یم مر گلروی گیاهان  بیماریزااختصاصی 
  ciceri هاای فارم  در ایان  خالار  . بار (9و  12) اسات  شده مشاهده

conglutinans و lini نخاود   گیاهاان  روی بیماریزا عوامل ترتیببه 
برخای از فارم   در (.12) نشاد  مشاهده توماتینازی فعالیت كتانو  ذرت

 از اساتفاده  باا  توماتینااز  ژن حضور melonisجمله  ازهای اختصاصی 
از  بخشای و حضاور   است گرفته قرار بررسی مورد هیبریداسیون روش

 های این فرم اختصاصی ی  هیبریداسایون یهجدا زتوالی آن در یكی ا
و  ردیاابی ولی تاكنون تاوالی كامال آن مشاخ      (8نشان داده شده )

رود بار  لذا با توجه به شباهت عملكرد انتظار مای  شناسائی نشده است.
هاای اختصاصای   دیگر فارم های گزارش شده این ژن در اساس توالی

 F. oxysporum f.sp. melonisبتوان توالی آن را در فرم اختصاصی
  .ردیابی و تكثیر نمود

مای  اختصاصی این فرم درتوماتیناز  ژنسازی و همسانه شناسائی
. از كما  كناد   زایی قارچ در گیاهحل اولیه بیماریامر به بررسیتواند 

تواند در مطالعات آتای در  مین ژ و بیان این یسازسوی دیگر همسانه
های بومی خربازه ماورد   با ارقام و توده این بیمارگر بررسی برهمكنش

هااای اسااتفاده قاارار گیاارد تااا در صااورت امكااان بتااوان ژن و یااا ژن
هادر   باا  حاضار  لاذا  مطالعاه  ی كارد.  یمهاركننده این آنزیم را شناسا

اساس  بر melonis یاز فرم اختصاص توماتیناز ژن یو جداساز ردیابی
 Lycopersici اختصاصای توالی ایان ژن در فارم    ازموجود  اطلاعات
ها و آن تفاوت یابییو توال FOM ینازژن تومات با جداسازی .شد انجام
  بررسی شد. FOL ینازآن با تومات یاحتمال یهاجهش
 

 هامواد و روش

 .Fفرم اختصاصی  ی  نااد به مربوط جدایه تهیه جدایه قارچ:

oxysporum f. sp. melonis رضااوی خراسااان اسااتان در شااایع 
  .شد تهیه( شیراز دانشگاه هاشمی بنی ضیاءالدین دكتر)اهدایی 

منظور تهیه میسالیوم  از   به: DNA استخراجقارچ و  کشت
 گرم در لیتر پودر 24 حاویPDB(Potato Dextrose Broth )محیط 

Difco Potato Dextrose      كاردن   یعفوناساتفاده شاد. بعاد از ضاد
 یلكااملا اساتر   یطقاارچ در شارا   یهاا هیفكشت آماده شده   یطمح
 25 یدماا  در روز دهباه مادت     قاارچ  DNAاستخراج  جهت و كشت

 بعاد داری شدند. در حضور نور نگه و rpm 125 درجه سلسیوس با دور
-Gonzalezبه روش  DNAروز از رشد قارچ  استخراج  ده گذشت از

Mendoza,et al (7 با )  .كمیات  و كیفیات اندكی تغییرات انجام شاد 
DNA یا   آگاارز  ژل روی الكتروفاورز  از اساتفاده  باا  شده استخراج 
 . گرفت قرار بررسی مورد درصد

 ژن تاوالی : و طراحي آغازگر FoTom1توالي ژن  بازیابي
FoTom1 ( دسااتیابی شاامارهبااا AJ012668 )توماتیناااز پااروتئین و 
( CAA10112.1دساتیابی   مارهبا ش) FOL اختصاصی فرم به مربوط
 دساتی پائین و بالادستی مناطق. شد بازیابی زیستی هایداده پایگاه از

 بانا   از FoTom1 پاروتئین  تاوالی  بلاست طریق از كدكننده  توالی
 (http://www.broadinstitute.org) فوزاریوم قارچ ژنومی اطلاعات

 از اساتفاده  باا  آغاازگر  طراحی جهت حفاظت شده مناطق. آمد ستبد
 برناماه  از اساتفاده  باا  مشابهنوكلئوتیدی  هایتوالی چندگانه همردیفی

MegAline افزارینرم بسته در DNA Star طراحی جهت. شد انجام 
 اساتفاده   Primer premier V.5برناماه  از اختصاصای  آغازگرهاای 
 Psh30-F (5´-AGC CGC ATAهاای  م. این آغازگرها با ناگردید

ACA GCA-3´ ) وPsh30-R (5´-TTG GCA ACC TGA 

ACC-3´ )توسط شركتSBS Genetech Co., Beijing's, China 

 . شدند سنتز 

 تكثیار  جهات : Fomو تکثیر تووالي ژن در ژووو     ردیابي
 و درجه 56 و  55  54 نقطه سه در دمای اتصال آغازگرها هدر توالی
 قارار  مقایسه مورد نانوگرم 120 و 60 سطح دو در گوال DNA غلظت
 10 حجاام در تكثیار  واكاانش محتویاات . شاد  سااازیبهیناه  و گرفات 

 مااولارمیلاای 2.5ژنااومی   DNA از نااانوگرم 60 شااامل میكرولیتااری
2MgCl  200  میكروماول dNTPs (GeNetBio, south Korea )و 
 پانج   PCR 10X (GeNetBio, south Korea) بافر میكرولیتر ی 

 آنازیم  واحاد  ی  با pSH30-R و pSH30-F آغازگرهای از پیكومول
Taq DNA polymerase, GeNetBio,  TMPrime) پلیماراز  تا  

south Korea )درجاه  93 در دقیقاه  4 حرارتای  برنامه با شد و اضافه 
 ثانیاه  30 گراد سانتی درجه 92 در ثانیه 45) با چرخه 35 و گرادسانتی
 و( گاراد ساانتی  درجه 72 در دقیقه ی  گراد نتیسا درجه 56 دمای در

 از اساتفاده  با گرادسانتی درجه 72 در دقیقه پنج با نهایی تكثیر مرحله
 Primus 25 Thermal Cycler, MWG) ساایكلر  ترماال  دساتگاه 

Biotech Inc. )درصد ی  آگارز ژل در واكنش محصول. شد استفاده 
 الگاوی  تصویر و گردید الكتروفورز Green viewer رنگ %10 حاوی
 .شد تهیه داك ژل دستگاه از استفاده با هانمونه از شده تكثیر باندی

یابي قطعه تکثیر شده و آوالیز توالي و شناسوايي  توالي
جهتاه توساط آغازگرهاای    به صاورت دو  قطعات تكثیری: هاجهش
كاره   Macro gene توسط شاركت  Psh30Rو  Psh30Fاختصاصی 
 افزارهاای نارم از  هابرای آنالیز و بررسی پی دند. یابی شجنوبی توالی
Chromas  وSeqman   همردیفاای بااا تااوالی مرجااع از  Mega5  و

 CLC Main نمااایش نتااایج همردیفاای و جهااش هااای موجااود از

Workbench 5.5  .استفاده گردید 

اساتفاده از   باپروتئین:  ساختار در جهش ثیرأت بینيپیش
 ساختار  CLC Main Workbench 5.5افزار و نرم SMART برنامه

http://www.broadinstitute.org/


 3      ...در ژنوم قارچ ردیابی همولوگ ژن توماتیناز

تاوالی ژن توماتینااز جداساازی شاده از      .گردید یبررس پروتئین یهثانو
Fom   نامگذاری و با استفاده از برناماهsequin   در بانا  ژنNCBI 

 ثبت گردید. 
 

 وتایج و بحث

هاای  های كدكننده پاروتئین از جمله ژن FolTom1توماتیناز  ژن
روی گیااه گوجاه    FOLزایی قارچ اریترشحی است كه در توسعه بیم

های مربوط به ردیابی بخشای از  فرنگی نقش دارد. با توجه به گزارش
های اختصاصی دیگر در مطالعه حاضر تلاش شد توالی این ژن در فرم

بر اساس اطلاعاات موجاود نسابت باه ردیاابی تاوالی همولاوگ ژن        
FolTom1  در ژنااوم فاارم اختصاصاایFOM .در زمااان اقاادام شااود 

در اختیاار   FOMنگارش پروژه  توالی كامل ژن توماتیناز مرباوط باه   
هاای  های ایان ژن در فارم  نبود بنابراین جهت طراحی آغازگر از توالی

اختصاصی دیگر استفاده شد. باه ایان صاورت كاه باا همردیفای ژن       
  Mega5افازار  های اختصاصای باه وسایله نارم    توماتیناز در سایر فرم

 استفاده مورد طراحی آغازگر برای و شناسایی ژن شده حفاظت منطقه
والی بالادستی و پائین دستی اختصاصی ایان ژن جهات   ت .گرفت قرار

(. بار اسااس   الف-1طراحی آغازگرهای اختصاصی مناسب بود )شكل 

طراحای   PSh30-F/Rاین مناطق ی  جفت آغازگر اختصاصای بناام   
باه طاول   ای شد. این جفت آغازگر بر اساس اطلاعات موجاود قطعاه  

نمایاد. همنناین باا توجاه     تكثیر می FOLجفت باز را از ژنوم  1091
رفت قطعه مشابهی نیز از ژناوم  های اختصاصی انتظار میشباهت فرم

FOM .تكثیر شود 

 

  FOMدر ژنوم  FoTomlهمولوگ ژن  رديابي

از بافات میسالیوم    DNAردیابی ژن توماتینااز اساتخراج    بمنظور
شاد و   انجام FOMاد ی  از فرم اختصاصی ( مربوط به ناR1جدایه )

نیز استفاده شاد.   Folفرم اختصاصی  از  همننین بعنوان كنترل جدایه
 یای پلیمراز با استفاده از آغازگرهاا سازی واكنش زنجیرهاز بهینه پس

PSh30-F/R  در الگوی الكتروفورزی مربوط به هر دو جدایه ت  باند
د تكثیر شده با اندازه انادكی  (. بانب -1 اختصاصی مشاهده شد )شكل

جفات بااز(    1091با قطعه قابل تكثیار ماورد انتظاار )    1.1kbبالاتر از 
 دو هار  ژناوم  از شاده  تكثیر باند ت  انطباق به توجه با انطباق داشت.

 بیوانفورماتیا    آنالیزهاای  در آماده  بدسات  انادازه  باا  اختصاصی فرم
 نیاز  تاوالی  صاحت  تاا  شد اقدام شده تكثیر قطعه یابیتوالی به نسبت
 .گیرد قرار بررسی مورد

 

 

 
A B 

 آغازگرهای(، محل اتصال CDS) کننده کد توالي موقعیتدهنده ژن توماتیناز وشان)الف( و الگوی الکتروفورزی )ب( ومای شماتیك  -1 شکل

 (AJ012668دستیابي شماره) FoTom1( و طول قطعه قابل تکثیر بر اساس توالي PSh30-F/R) اختصاصي

Figure 1- Schematic view of tomatinase gene (A), and electrophoresis pattern of PCR products (B). Presents positions of 

coding sequences (CDS), special primers attachment sites (PSh30-F/R) and predicted amplicone size based on FoTom 

sequence with accession number (AJ012668)    

 

 Fomتوالي تكثیر شده از ژنوم  آنالیز

سازی به صاورت  ای پلیمراز بعد از خال واكنش زنجیره محصول
یابی دو جهته قطعاه یابی شد. پس از انطباق نتایج توالیجهته توالیدو

رفات تاوالی   نوكلئوتید بدسات آماد كاه انتظاار مای      963ای به طول 
داشته باشاد. همردیفای   كدكننده پروتیئن توماتیناز را بطور كامل در بر
نشان داد هار دو   FoTom1جفتی توالی قطعه تكثیر شده با توالی ژن 

نوكلئوتید باا یكادیگر همپوشاانی     1039ای به طول توالی در محدوده

 . مقایساه نوكلئوتیاد كااملا یكساان باود     1025دارند. در این محدوده 
نشان داد ایان   FoTom1با توالی ژن  FomTomR1توالی ژن جدید 

 نوكلئوتید با یكدیگر تفاوت دارند. 14و ژن در د
 ژن. اساات كمداشاات و اضااافه هرگونااه فاقااد شااده تكثیاار ژن

FoTom1 قابل كاد   نیهای خواندباشد لذا چهارچوبفاقد اینترون می
در توالی تكثیر یافته نیز مورد بررسی قرار گرفت. نتاایج  ( ORF)شدن 

یاابی شاده وجاود    لینشان داد ی  چهارچوب خواندنی در محدوده توا
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 خواناادنی . چهااارچوبانطبااق دارد  FoTom1 ژن تااوالیدارد كاه بااا  
ای را كد نماید. یدآمینهاس 335تواند پروتئین كدون می 335 با صحیح

 98نشاان داد   FoTom1پروتئین فرضای باا پاروتئین     اینهمردیفی 
هستند  ولی  یكسان یكدیگر با پروتئین دو هر آمینه اسیدهای از درصد
باا  . (2)شاكل   اسید آمینه با یكدیگر متفاوت هساتند  7و پروتئین در د

نشاان داد از   SMARTتوالی این پاروتئین در برناماه    این حال آنالیز
پاروتئین جدیاد باا پاروتئین     هاا  ناوع  موقعیات و تعاداد دوماین    نظر 

FoTom1 توالی سیگنال پپتید در ابتدای این پروتئین در . مشابه است
دهناده  قرار گرفته اسات. حضاور ایان تاوالی نشاان      23تا  1محدوده 

 دُماین ترشاحی باودن ایان پاروتئین اسات. در تاوالی ایان پاروتئین         
بررسای موقعیات    گرفته است. قرار 323تا  70محدوده در هیدرولازی
ها در توالی تكثیر شده در مقایسه باا تاوالی پاروتئین توماتینااز     جهش

یاان هفات جهاش باروز     نشان داد كه از م FOLگزارش شده از قارچ 
در  15ها ی  جهش در موقعیات اساید آمیناه    یافته در سطح پروتئین

 236و  218  145های اسیدآمینهناحیه سیگنال پیپتید و سه جهش در 
 (. 3در ناحیه دومین هیدرولازی قرار دارد )شكل 

رود تاوالی شناساائی   های صورت گرفته انتظار مای آنالیز براساس
باشد. از آنجا كاه ایان ژن در    FoTom1ژن  شده مربوط به همولوگ
شناسااائی شااده اساات لااذا بصااورت    Fomژنااوم فاارم اختصاصاای  

FomTomR1 دهنده ناام فارم   نامگذاری شد. سه حرر ابتدائی نشان
 توماتینااز  ژن ناام  باه  مرباوط  دوم حرر سه(  Fomاختصاصی قارچ )

(Tom و شماره )مربوط به شماره همولوگ آن در فارم اختصاصای    1
lFo .تاااوالی نوكلئوتیااادی ایااان ژن باااا شاااماره دساااتیابی  اسااات
(MF178403.در بان  ژن ذخیره شد ) 

 

 
( FOLTOMProتوماتیناز ) پروتئینبا توالي  FOMتکثیر شده از قارچ ( FOMTOMProترجمه توالي ووکلئوتیدی )همردیفي وتایج  -2 شکل

 MEGAبا استفاده از بروامه  FOLمربوط به 
 ها با پس زمینه نشان داده شده است.های بروز یافته در سطح اسید آمینهشابه بصورت نقاط و جهشهای ماسیدآمینه 

Figure 2- Alignment of translation of amplified sequence (FOMTOMPro) from FOM with the protein sequence of proteinase 

(FOLTOMPro) from FOL using MEGA5 software 

 Identical residues are doted and non-synonym mutations are shaded with red background.  
  

 
 FOLدر مقایسه با پروتئین توماتیناز مربوط به قارچ  FomTomR1 ینيپروتئ يتوال در شده های شناسایيومای شماتیك موقعیت جهش -3شکل 

(CAA10112). SPپپتید،  : سیگنالGH domزید هیدرولاز: دمین گلیکو 
Figure 3- Schematic view of the mutation positions in predicted tomatinase homologues in FOM race 1 in comparison with 

sequence of the FOL tomatinase FolTom1 (CAA10112) 

SP: signal peptide, GH Dom: Glycoside hydrolase 
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در توالي همولوگ ژن توماتینااز  بیني اثرات جهش ها پیش

  FOMدر قارچ 

هااای جااایگزین شااده قطبیاات و بااار در تعاادادی از آسااید آمینااه
الكتریكی متفااوت باود. در اساید آمیناه جایگااه پاانزده اساید آمیناه         
گلایسین كه غیر قطبی است بجاای گلوتامیا  اساید )باار منفای و      

توالی سیگنال  خاصیت اسیدی( قرار گرفته است. این منطقه مربوط به
ررود در عملكرد پاروتئین پاس از ترشاح از    پپتید است و لذا انتظار می

فاصال سایگنال پپتیاد و     ثیری نداشته باشد. سه جهش در حدأقارچ ت
رود بیشاتر نقاش   اناد كاه انتظاار مای    دومین هیدرولازی قرار گرفتاه 

ساختاری داشته باشند. در جهش اول لیزین به عنوان ی  اسید آمیناه  
بی با بار مثبت جای خود را به آسپارژین داده است كاه یا  اساید    قط

 51و  35هاای  رود. در جایگااه آمینه قطبی ولی بدون بار به شمار مای 
اسید آمینه سرین به ترتیب جای خود را باه آساپارژین و پارولین داده    

چند هر سه اسید آمینه قطبی و بدون باار هساتند  ولای باا      است. هر
در  51رود جهاش جایگااه   متفاوت پرولین انتظار مای توجه به ساختار 
 ثیرگذار باشد.أساختمان پروتئین ت

سه جهاش در دماین كااركردی پاروتئین رخ داده اسات كاه در        
ی  اسید آمینه اسیدی با بار منفی جای خود را باه اساید    145جایگاه 

آمینه قطبی و بدون بار داده است. جایگزینی صورت گرفته در جایگااه 
از نظر قطبیت و بار یكسان باوده اسات. در جایگااه     236و  218های 
باشاند. در جایگااه   هر دو اسید آمینه قطبی دارای بار مثبات مای   218
 نیز هر دو اسید آمینه غیر قطبی هستند. 236

باا   TomFOLو  TomFOMساختار ثانویاه پاروتئین    بینیپیش
اد كاه  نشاان د  CLC Main Workbench 5.5افازار  استفاده از نارم 

منجر به تغییر ساختار ثانویه پروتئین شاده   ی اچهار جهش اسید آمینه
. دهاد یتفاوت سااختار ثانویاه را نشاان ما     4 یهااست. مقایسه شكل

كااه ایجاااد ساااختار آلفااا هلاایكس در   236همننااین جهااش ناحیااه 
TomFOM   قارار   یكرده است در ناحیه دمّین گلیكوزیال هیادرولاز

رود در نتیجه اختارها در دو پروتئین انتظار میبر اساس مقایسه س دارد.
ثانویااه در  ساااختار FOMهااای رخ داده در فاارم اختصاصاای جهااش
را تغییار داده   آلفاا هلایكس  سااختار   236و  35  34  15 یهاموقعیت
 است.

 

  
FolTom1 FomTomR1 

 FOMو  FOLفر  اختصاصي های آلفا هلیکس و بتا شیت در پروتئین توماتیناز در ساختارمقایسه  -4 شکل

افزار )رسم شده به وسیله نرم دهددوایر سبز رنگ موقعیت اسیدهای آمینه جهش یافته را نشان می  Bقرمز رنگ ساختار  یهاو فلش یكسرنگ ساختار آلفا هل یآب یهافلش
CLC Main Workbench 5.5. ) 

Figure 4- Comparison of alpha helix and beta sheet stractures in homologes of tomatinase protein in forma specials FOL 

(FolTom1) and FOM (FomTomR1) 

 Blue and red arrows: alpha helix and beta sheet steracture respectively, green sircles: posision of mutated residues. 

  

 گیریوتیجه

ز به علات اساتفاده وسایع در    هیدرولاهای گلیكوزیلامروزه آنزیم
توماتیناز ی  اند. كاربردهای بیوتكنولوژی بسیار مورد توجه قرار گرفته

زایی ثیر آن در مكانیسم بیماریأكه ت استهیدرولازی آنزیم گلیكوزیل
ها ثابت شاده اسات. باا توجاه باه گازارش حضاور ژن        بعضی از قارچ

باا اساتفاده از    F. oxysporum f. sp. melonisتوماتینااز در قاارچ   
با  FOM  اثبات حضور این ژن در ژنوم قارچ (8) ونتكنی  هیبریداسی
توالی كامال ایان ژن    های مولكولی دیگر و شناساییاستفاده از روش

رسد. از طرر دیگر همولوگ ژن توماتیناز در قارچ ضروری به نظر می
F. oxysporum f. sp. lycopercisi تری بررسی شدهبه طور دقیق 

 غازگرهااایآاساات بنااابراین از اطلاعااات ایاان ژن اسااتفاده شااده و  
جهت تكثیر این ژن در ژنوم این قارچ طراحی  قطعه ماورد  اختصاصی 

كدكننده توماتیناز مربوط به قاارچ  یابی گردید. ناحیه نظر تكثیر و توالی
FOM باشاد كاه   جفت باز می 995  دارای چارچوب خواند باز با طول

شاده باا تعاداد    بینیست. ژن توماتیناز ی  پروتئین پیشفاقد اینترون ا
كیلاو   38كناد كاه وزن مولكاولی آن حادود     آمینه را كد میاسید 335

بینای شاده  در مقایساه باا     باشاد. تاوالی پروتئینای پایش    دالتون مای 
FoTom1      152و  123شامل دو جایگااه فعاال آنزیمای در موقعیات 
ای اسیدآمینه 16پپتید سیگنالی  اسید و ی آمینه گلوتامی دارای اسید
یا    FoTom1مشابه ژن  FOMباشد. ژن توماتیناز می Nدر انتهای 
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 70-323در محدوده  10هیدرولازی مربوط به خانواده دمُین گلیكوزیل
 14وجااود  FoTom1و مقایسااه آن بااا  FomTomR1دارد. بررساای 
ها جهش یید نمود كه نیمی از اینح نوكلئوتیدی را تأموتاسیون در سط

اناد. چناد   دار بوده و در سطح پروتئین نیز ایجاد موتاسیون كارده معنی
آمیناه و تغییار   هاای جهش پروتئینی به تغییر خاصیت شایمیایی اساید  

ساختار ثانویه نیز منتج شد كه یكی از این تغییرات سااختار ثانویاه در   
 باشد. هیدرولازی میمحدوده دمُین گلیكوزیل
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Introduction: Phytopathogenic fungi exposes various proteins to overcome plant defense systems. 

Production of saponins likes α-Tomatine is one of the tomato preformed defenses barriers which should be 

detoxicated by the pathogens. It has been revealed before which most of Fusarium species and forma specials 

could produce tomatinase, a glycosyl hydrolases protein, to de-glycosylate α-Tomatine. Fusarium oxysporium f. 

sp. melonis (FOM) wildly attached melon cultivars and at the time of this investigation, there was only one 

report underlining the existence of the gene sequence of tomatinase in the genome of FOM using southern 

blotting experiment. This study was carried out to track the whole tomatinase gene sequence in the FOM 

genomic sequence and investigate the probability genetic variation of the gene in the nucleotide and protein 

sequences. 

Materials and Methods: Fusarium oxysporium f. sp. melonis (Fom) race1 have been previously reported in 

Khorasan, Iran. It was cultured in liquid medium and the mycelia were used for the genomic DNA isolation. 

Primers were designed based on conserved sequence in upstream and downstream of FoTom1 sequence 

(AJ012668). PCR was carried out and amplified segments were bi-directional sequenced. The results were then 

analyzed by Vector NTi software. The sequencing result was aligned with FoTom1 sequence as Refseq and the 

single nucleotide variations were detected by CLC work bench software. The effects of the mutations on the 

protein structure were predicted by CLC work bench software. 

Results and Discussion: Electrophoresis pattern of PCR products showed a single band of the expected size 

in the strain FomR1 that was at the same size of the band amplified from FoL genome. The designed primers 

based on the FoTom1 sequence amplified a specific segment in the Fom genome. Alignment the sequencing 

results with the Fo-Tom1 from Fusarium oxysporium f. sp. lycopercisi (Fol) in nucleotide level revealed 14 

mutations which seven of them were appeared in the protein sequence. Three mutations occurred in the 

functional domain of the protein. At the position 145, an acidic amino acid with a negative charge was 

substituted by a polar amino acid. Replacements at positions 218 and 236 were the same in terms of polarity and 

at position 218; both amino acids have a positive charge. 
There were no introns in the coding sequence of FomTom R1 region as same as FoTom1. Pairwise alignment 

results showed some an-synonyms mutations between two sequences that made some changes in the secondary 

structure of the translated protein from FomTomR1. The first an-synonym mutation, SNP15 (E→G), inside the 

signal peptide, converts the alpha helix to a new beta sheet. SNP34 (K→N) and SNP35 (S→N) mutations 

shortened the alpha helix. The other mutations happened out of the alpha helixes and beta sheets. To predict the 

effects of the mutations on the FomTomR1function, in-silico analyses were carried out. The results revealed that 

three mutations occurred in the functional domains of tomatinase in Fom. The mutations in the hydrolysis 

domain may affect the structure of FomTomR1and can be effective in the protein. The presence of different 

active saponins components in Melon may be an evolutionary reason for some variation in sequence and 

structure of the FomTomR1 protein in Fom. To prove the differences in the tomatinase function, the interaction 

of proteins with various types of melon saponins components should be investigated at the future studies.        

Conclusion: The results showed the tracked sequence could be homolog of the Tomatinse gene in the Fom 

genome. We named it Fom-TomR1 and the sequenced was submitted in the Genbank with accession number 

MF178403. For the future study, the gene influences should be investigated in the pathogenesis of FOM on 

melon cultivars and it could be considered as a general screening index using heterologous expression of the 
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