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中文摘要 

印度梨形孢真菌(Piriformospora indica, P. indica)為一宿主範圍極廣且極具農

業應用價值的共生真菌。近年研究發現，共生性微生物能分泌效應蛋白(effector 

protein)來調節植物的生理，建立與宿主的共生關係，並且帶給宿主益生效應。然

而，其種類與機制上的研究至今極少。對 P. indica 效應蛋白的研究有助於建立菌

根菌與植物間共生機制的良好模型。因此，本研究的研究目的著重於 P. indica 效

應蛋白基因之篩選與鑑定，並且探討這些基因在 P. indica 與植物交互作用時扮演

的角色。首先透過生物資訊方法、雙重扣減式 cDNA 基因庫與現有研究文獻進行

候選基因的篩選，並且透過檢測共生階段的基因表現樣態與細胞次定位分析驗證

預測的結果。本研究進一步針對 PIIN_09643 與 PIIN_11103 這兩個受到共生現象

誘導、並且座落於植物細胞核的效應蛋白候選基因進行分析。我們藉由建立小白

菜毛狀根轉殖系統與大腸桿菌純化蛋白系統，從基因與蛋白層次探討候選基因對

植物生理與免疫反應的影響。在毛狀根系統中，PIIN_09643 與 PIIN_11103 會造

成水楊酸 (SA) 路徑指標基因 PR1 之表現顯著下降，並且促進 P. indica 與植物

共生。而茉莉酸路徑指標基因 PDF1.2 之表現則沒有明顯受調控的現象。利用外

加純化蛋白處理分析所得的結果中，我們也發現 PIIN_09643 與 PIIN_11103 對於

PR1 與 PDF1.2 的影響與毛狀根系統中的結果一致。我們推論 P. indica 可能藉由

PIIN_09643 與 PIIN_11103 抑制植物 SA 防禦反應，以建立與植物的共生關係。

另外，在毛狀根系統中也發現 PIIN_09643 與 PIIN_11103 可以造成氧化還原相關

基因 DHAR5 與 GSTU 的表達量顯著提升，我們推論這亦是因為 SA 路徑被壓抑

所間接造成之現象。 

 

關鍵字：印度梨型孢真菌、效應蛋白、氧化還原狀態、植物防禦反應、共生
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英文摘要 

Piriformospora indica is a mutualistic endophyte with a broad host range and 

great application potential in agriculture. Recent studies indicate that, like 

pathogenic microbes, mutualistic microbes use effector proteins to adjust plant 

physiology resulting a promotion of symbiosis with plant. The study of P.indica 

effector proteins and their mechanism can be a great model for endophyte symbiosis. 

Consequently, the objective of our study is to establish a examine system for 

identification and functional characterization of P.indica effector proteins. Based on 

previous studies, double subtractive cDNA library and bioinformatics methods, we 

picked nine genes to exam their expression pattern during symbiosis stage and the 

subcellular localization in plant cell. PIIN_09643 and PIIN_11103 are both induced 

during symbiosis stage, and their encoded proteins have the subcellular localization 

in nucleus. For functional study of these putative effector genes, we established 

transgenic hairy-root system of Chinese cabbage and recombinant protein system of 

Escherichia coli to investigate the role of these genes during symbiosis. In hairy-

root system, we found PIIN_09643 and PIIN_11103 significantly suppress the 

expression level of SA pathway marker gene, PR1; and cause a promotion of 

symbiosis colonization. However, for JA pathway marker gene, PIIN_09643 and 

PIIN_11103 do not directly regulate the expression level of PDF1.2. As the 

supporting data, the treatment of PIIN_09643 and PIIN_11103 recombinant protein 

to Chinese cabbage leaves show a similar effect on expression level of PR1 and 

PDF1.2. It suggests that P. indica apply PIIN_09643 and PIIN_11103 to suppress 

SA response, and further facilitate the symbiosis process in planta. Moreover, we 

found PIIN_09643 and PIIN_11103 can enhance the expression level of redox status 
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relative genes, DHAR5 and GSTU. It might be the indirect result of the down-

regulation of SA pathway. 

 

Keywords: Piriformospora indica, effector protein, redox status, defense response, 

mycorrhizal symbiosis.
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第一章 前言 

第一節 印度梨形孢真菌 (Piriformospora indica) 

1.1.1 發現、型態與分類學 

印度梨形孢真菌 (Piriformospora indica, P. indica) 在 1998 年首次被發現

於印度西部的塔爾沙漠 (Thar desert) 。此真菌是植物內生性菌根菌 (root 

endophyte)，其菌絲 (hyphae) 能與寄主植物根部具有根毛(root hair)的成熟部

皮層 (cortex) 形成共生菌根 (mycorrhizae) (Verma et al., 1998)。此真菌生長初

期時菌絲為白色，而後逐漸成褐色。P. indica 的菌絲為具隔膜 (septum) 的多

核菌絲 (multinucleated hyphae) ，並且於成熟階段在菌絲末端形成梨形 (pear-

formed) 的厚膜孢子囊 (chlamydospore) ，內部具有 8-25 個細胞核 (Varma et 

al., 2012) 。基於解剖型態與 18S rDNA 序列的分析，P. indica 被歸類在擔子菌

綱 (Basidiomycetes) ，蠟殼耳目 (Sebacinales) 、蠟殼耳科 (Sebacinaceae) 的

梨形孢屬 (Piriformospora) (Weiss et al., 2004; Waller et al., 2007)。 

 

1.1.2 P. indica 與植物之交互作用與影響 

P. indica 隨後被發現是一種對植物非常有助益的內共生菌 (endophytic 

fungi) ，其與植物的交互作用有三項重要的特質。其一，P. indica 與其他內生

性菌根菌相比具有相當廣大的寄主範圍 (host range) ，從苔蘚植物到被子植物

皆能與之共生，目前已經有約 150 個物種被報導可跟 P. indica 進行共生 

(Varma et al., 2012) ，包含模式植物阿拉伯芥 (Arabidopsis thaliana) 以及多種

重要糧食作物如水稻 (Oryza sativa) 、大麥 (Hordeum vulgare) 等，可以推論

其感染植物的方式可能是藉由影響廣泛存在於植物體內的路徑所進行。其二，

P. indica 的共生已在多個物種上被證明，可以改善植物的營養生長與生殖生
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長。營養生長方面，P. indica 可以促進多種植物根系的發育 (Varma et al., 

1999) 。例如在阿拉伯芥與菸草 (Nicotiana tabacum) 的系統中發現，P. indica

可以提高植物體內氮同化基因 Nia2 (nitrate reductase2) 的表現量 (Sherameti et 

al., 2005) ，而 P. indica 亦會提高自身磷運輸系統的效率以提供植物更多的磷

分  (Yadav et al., 2010) 。這些因素使植物更能吸收水分與所需的無機養分，

因而可能造成植物生長勢與生物量的提升。在生殖生長方面，Das 等人的研究

指出，毛喉鞘蕊花 (Coleus forskohlii) 以 2%介質重的 P. indica 菌絲在田地共

培養以後，能使花期提前至少一週 (Das et al., 2012) 。當植株成長到六個月大

時，開花率能比控制組高出 50%，花序的數量與長度也達到控制組的兩倍。而

Waller 等人將大麥與 P. indica 在盆中進行共培養，與真菌的共生的植株因為

分蘗數增加，使得終產量超出控制組 11%之多 (Waller et al., 2005) 。其三，

P. indica 的共生能改善植物對於抵抗生物逆境 (biotic stress) 與非生物逆境 

(abiotic stress) 的能力。溫度逆境方面，Murugan 等人的研究中，以 P. indica

處裡可以提高多種十字花科作物種子在低溫下的發芽率 (Murugan, 2011) 。乾

旱逆境方面，小白菜 (Brassica rapa chinensis) 與 P. indica 共生後以 20%的

polyethylene glycol (PEG) 4000 灌溉介質，96 小時以後可以觀察到葉片中的

peroxidases (POD) 、superoxide dismutases (SOD) 、catalases (CAT) 等抗氧化

酵素活性較控制組提高 50~100%不等，同時，葉綠體中影響葉片氣孔開關的

Ca2+-sensing (CAS) regulator 的 mRNA 表現量、蛋白表現量也有所提升，最後

使得乾旱傷害指標物質 malondialdehyde (MDA) 與控制組比較下降了 50%之

多 (Sun et al., 2010) 。同樣牽涉水分與滲透壓的環境壓力，P. indica 亦可以藉

由提升植物氧化還原酵素的效率，以減輕鹽逆境對植物的傷害 (Baltruschat et 

al., 2008) 。大麥與 P. indica 共生以後處理 300 mM 的 NaCl，根部中去除超氧

化物的酵素：ascorbate peroxidase (APX) 、CAT、glutathione reductase (GR) 、

monodehydroascorbate reductase (MDAR) 、dehydroascorbate reductase (DHAR) 
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等，酵素活性均被明顯提升。最後導致植物體中最主要的抗氧化物質 ascorbate

總含量與 redox-ratio 提升到控制組的五倍、生物量也達到控制組的兩倍以上  

(Baltruschat et al., 2008) 。此外，植物體中次要的抗氧化物質 glutathione 也與

ascorbate 一樣有總含量、redox-ratio 提升的結果 (Waller et al., 2005) 。抵抗生

物性逆境方面，大麥、阿拉伯芥、番茄 (Solanum lycopersicum) 等作物與

P.indica 共生以後，對多種鐮孢菌屬 (Fusarium species) 與數種其他屬的病原

菌展現更高的抗性 (Waller et al., 2005; Qiang et al., 2012) 。目前認為 P. indica

可能藉由增強茉莉酸  (jasmonic acid, JA) 路徑調控的 induced systemic 

resistance (ISR) ，以促使植物更能抵抗病原菌的侵襲 (Stein et al., 2008) 。由

於上述的優良性質，全球研究者們對 P. indica 的興趣日益增加，期望對 P. 

indica 的了解能為內生性菌根菌與植物之間的交互作用提供一個良好的研究

模式，也期望將 P. indica 系統性地應用在農業栽培與植物產業上。 

 

1.1.3 P. indica 於植物根部共生過程之進程與生命週期 

根據 Jacobs 等人的研究，P. indica 與阿拉伯芥的共生過程可以依據特性

分為四個階段 (Jacobs et al., 2011) 。P. indica 的菌絲或孢子與植物根部接觸以

後的第 0 天到第 3 天會引發植物 SA 路徑的防禦反應，並且只能在根部皮層 

(cortex) 外的細胞間隙進行感染 (intercellular colonization) ，屬於共生階段的

初期；而接觸植物以後的第 3 天到第 7 天，P. indica 開始緩和植物 SA 路徑的

防禦反應，並且開始大量進入根部皮層內進行 intracellular colonization，屬於

共生階段的中期；與植物接觸的第七天之後，P. indica 會引發植物部份根部細

胞的 program cell death，並且在這些凋亡細胞產生的空間中形成孢子。直到接

觸植物後的第 14 天，孢子成熟後完成在植物體中的生命週期，屬於共生階段

的晚期。 
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第二節 植物與微生物間之交互作用與防禦反應 

自然界中，陸生植物與無數的微生物共存著。一般情況下，植物能藉由體

表的角質或蠟質避免微生物直接侵襲植物細胞。但若植物體受到傷害而使微

生物入侵，植物的免疫系統能藉由細胞膜上的穿膜受體，pattern recognition 

receptor (PRR) 來辨認常伴隨著微生物出現的小分子，pathogen-associated 

molecular pattern (PAMP) ，如 chitin、flagellin、bacteria enlongation factor Tu 

(EF-Tu) 上保守的結構。接著引發訊息傳遞途徑，啟動超氧化物  (reactive 

oxygen species, ROS) 生成、胝質累積 (callose deposition) 、產生抗菌物質如

phytoalexin、pathogenesis-related proteins (PR proteins) 等防禦機制抵抗微生物

的入侵，稱為 PTI 反應 (PAMP-triggered immunity response)。為了能對植物進

行寄生，病原菌能製造出一類稱為效應蛋白 (effector proteins) 的小型分泌蛋

白 (small secreted proteins) 以壓抑植物的 PTI 反應，或是影響植物的生理，使

自身能順利在植物體中傳播、生長與生殖 (Boller and Felix, 2009) 。在天擇壓

力下，植物能演化出高專一性的 resistant proteins (R proteins) 來辨識效應蛋白，

並且針對效應蛋白所屬的微生物強化PTI反應的防衛，稱為ETI反應 (effector-

triggered immunity response) 。而病原菌也有可能演化出更多的效應蛋白干擾

R proteins 的功能，這種植物與病原菌間如同軍備競賽的共演化  (coevolution) 

現象有學者以 zigzag model 來描述之 (Jones et al., 2006) 。 

 

1.2.1 植物的 PTI 反應 (PAMP-triggered immunity response) 

當微生物突破植物體表的角質與蠟質進入植物體後，植物細胞能利用細

胞膜上的 PRR 辨認微生物身上的 PAMP 以啟動 PTI 反應，使植物免於大多數

微生物的感染。一般來說，典型的 PTI 反應包括 mitogen activated protein kinase 

(MAPK) 的活化、膜間鈣離子流 (Ca2+ ion fluxes) 的產生、ROS 的生成、細胞

壁的修飾與防禦基因的啟動 (Jones et al., 2006) 。 
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近年來 PRR 與 PAMP 的種類與辨認機制被積極研究。其中，以阿拉伯芥

中的 PRR：FLAGELLIN-SENSING 2 (FLS2) 與 PAMP：flg22 之間的作用被研

究得最透徹。flg22 是細菌 flagellin N-terminal 上的二十二個胺基酸組成的短胜

肽，能廣泛的在多種植物上引起 PTI 反應。FLS2 則是觸發 PTI 反應訊息的穿

膜 leucine repeat receptor like kinase (LRR-RLK) 。當 flg22 存在時，FLS2 能與

flg22 結合，並且會與作為 coreceptor 的 receptor-like kinase, Brassinosteroid 

insensitive1 (BRI1) -assocaiated receptor kinase (BAK1) 形成 heterodimer 的

complex，觸發 PTI 反應的訊息途徑 (Zhou and Chai, 2008) 。類似於 FLS2-flg22

的模式，其他種類 PAMP 的辨認與下游啟發 PTI 反應的途徑，也由 RLK 所啟

動，如阿拉伯芥中辨識 chitin 的 lysin motif (LysM) -RLKs，AtCERK1 (chitin 

elicitor receptor kinase 1) (Miya et al., 2007; Shimizuet al., 2010) ；以及辨識 EF-

Tu 保守片段 elf18 的 LRR-RLK，ERF (PRR elongation factor receptor) (Kunze 

and Zipfel, 2004; Zipfel, 2008) 。並且在辨識 PAMP 後形成 homodimer complex

或與 coreceptor形成heterodimer complex，以觸發訊息傳遞途徑 (Kale and Tyler, 

2011) 。 

 

1.2.2 植物的 ETI 反應 (effector-triggered immunity response) 

ETI 反應最早是在 Flor 等人用遺傳學方法探討亞麻 (Linum usitatissimum) 

抗病品系與真菌 Melampsora lini 毒性品系的研究中以 gene-for-gene model 被

描述 (Flor et al., 1955) 。演化出效應蛋白的病原菌可以藉由不同機制來壓抑

植物的 PTI 反應，進而造成植物感病 (effector triggered susceptibility, ETS) 。

而抗病的植物品系則能演化出 nucleotide binding leucine rich repeat (NB-LRR) 

類型的 R proteins 來辨識病原的效應蛋白，並且重新啟動免疫反應，也就是 ETI

反應 (Jones et al., 2006) 。一般來說，ETI 反應是在速度與程度上作 PTI 反應

的強化，並且具有種對種的專一性。此外，在面對 biotrophic 的病原時，植物
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的 ETI 反應也常常以過敏反應 (hypersensitive cell death response, HR) 將病原

限制在凋亡的組織，避免病原進一步的擴散 (Jones et al., 2006; Schwessinger et 

al., 2008; Zipfel et al., 2008) 。 

 

1.2.3 植物初期防禦反應於植物與微生物交互作用中所扮演的角色 

PTI 反應為植物提供了重要的保護，使植物面對環境中大多數的微生物時

不會遭受感染；而若感染狀態下，PTI 反應的強弱也決定了植物病徵的程度和

發展速度 (He et al., 2006) 。因此，植物 PTI 反應對於微生物是否能成功感染

植物扮演著重要的角色 (Zipfel et al., 2004) 。目前已知，PTI 反應的產生由多

種植物激素如 JA、水楊酸 (salicylic acid, SA)、乙烯 (ethylene)的下游反應所

調控 (Tsuda et al., 2009) 。大體來說，SA 的下游反應能有效幫助植物對抗

biotrophic 病原，而 JA/ethylene 的下游反應則能保護植物免於 necrotrophic 病

原的侵襲 (Glazebrook et al, 2005) 。而 Schafer 與 Jacob 等人也分別在大麥與

阿拉伯芥上，探討 PTI 反應對於共生菌根菌 P. indica 建立共生關係所扮演的

角色為何。結果指出，P. indica 與植物進行共生時能減緩植物 SA 相關的 PTI

反應和 PR1、PR10、WRKY22、CBP60g 等標誌基因的表現 (Schafer et al., 2009; 

Jacobs et al., 2011) 。而在 SA 路徑較強表現的植株中，如阿拉伯芥 jin1-1、jar1-

1、ga1-6、quintuple-DELLA，大麥 M117 與 M121 等，P. indica 與植物的共生

效率較低。同時，在 SA 路徑較弱表現的植株中，如阿拉伯芥 eds1、pen2-1、

cerk1 等，P. indica 與植物的共生效率則較高 (Schafer et al., 2009; Jacobs et al., 

2011) 。因此，與病原菌的模式類似，植物 PTI 反應對於共生菌根菌能否在植

物根部進行共生也至關重要。 

 

第三節 效應蛋白 (effector proteins)  

效應蛋白在早期研究的定義泛指能改變宿主細胞的構造、功能與免疫反
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應，並藉此幫助微生物對植物進行感染與寄生的小分子 (Kamoun et al., 2003; 

Huitemaet al., 2004) 。然而在後續的研究中逐漸明瞭，植物的免疫反應分為兩

個階段所進行 (上述之 PTI 反應與 ETI 反應) 。在原先的定義下，容易將一些

PAMP或者微生物所產生的一些毒素 (toxin) 與真正引起ETI反應的效應蛋白

混為一談。因此，基於目前對於植物微生物交互作用的了解，效應蛋白應是指

稱微生物用以改變植物細胞的結構與生理機制，將植物體內的環境調整為利

於寄生或共生的小型分泌蛋白 (Win et al., 2012) 。 

細菌 (bacteria) 、卵菌 (oomycete) 、真菌 (fungi) 等微生物都能製造效應

蛋白，而這些效應蛋白的作用位置能在宿主細胞外 (extracellular) 、宿主與微

生物的細胞間隙 (intracellular) 、宿主細胞內 (intercellular) 的各種胞器中。作

用的機制與所影響植物生理的途徑也都不盡相同。並且，由於效應蛋白屬於微

生物與植物共演化下的產物，彼此間歧異度相當高，加上常有種與種間的專一

性。以上因素都造成研究效應蛋白的困難度。 

目前對於細菌的效應蛋白了解最多。由於細菌的第三型效應蛋白 (type 3 

effector protein, T3Es) 大多需要細菌以第三型分泌系統  (type 3 secretion 

system) 打入宿主細胞中 (Erhardt et al., 2010; Tseng el al., 2009) 。研究者們可

以藉由預測蛋白產物是否具有保守的第三型分泌系統結合位來篩選出候選基

因。此外，許多細菌第三型效應蛋白具有酵素活性來影響宿主的生理功能，因

此亦可以藉由預測蛋白產物是否具有酵素活性的功能性區段  (functional 

domain) 以進行篩選。 

大多數的卵菌 (oomycete) 效應蛋白在 N-terminal 的訊息胜肽 (signal 

peptide) 尾端帶有序列保守的 RXLR (arginine, any amino acids, leucine and 

arginine) motif 或是 crinkler (CRN) (LFLAK, leucine, phenylalanine, leucine, 

alanine and lysine) motif 做為 translocation signal 幫助效應蛋白運輸到作用的位

置，而 C-terminal 則是效應蛋白的功能性區段 (Kale and Tyler, 2011) 。RXLR 
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motif 與 CRN motif 這些具運輸功能的保守性區段亦能用以篩選候選基因。而

目前對真菌效應蛋白的了解最少，因此還沒發現與細菌或卵菌效應蛋白相似

的特性，可應用於候選基因的篩選。 

 

1.3.1 共生真菌的效應蛋白 

共生性微生物能幫助植物從陸生環境中吸收足夠的水分與無機養分，並

且以此與植物交換有機養分得以生存。然而，共生是一項極其複雜的過程。共

生性微生物需要對植物體釋放訊息、大幅度的改變植物的生理，包括：減緩植

物的免疫反應、提升植物醣運輸蛋白的基因表現以獲取碳源及改變植物細胞

壁結構以便進入植物體中 (Plett and Martin, 2011) 。 

2011 年 Plett 等人與 Kloppholz 等人首次報導了兩個共生性真菌效應蛋白

的研究 (Plett et al., 2011; Kloppholz et al., 2011) 。Plett 等人發現當共生真菌

Laccaria biocolor 接觸白楊 (Populus trichocarpa) 根部之後，會在感染初期大

量分泌效應蛋白 MiSSP7 (mycorrhizal induced small secreted protein 7) (Martin 

et al., 2008) ，並以 RNAi 的方式證實 MiSSP7 對於外生菌根構造 Hartig net 形

成的深度與廣度扮演著重要的角色；另外也以合成 MiSSP7 蛋白，並且處理植

物的方式證明MiSSP7可以藉由C-terminal的RALG (Arginine, Alanine, Leucine 

and Glycine) domain 與植物細胞膜上的磷脂質 phosphotidylinositol 3-phosphate

結合，並且藉由胞飲作用進入植物細胞內，最後被送入細胞核中，使根系發育

的相關基因如 AUX/IAA 等基因產生正調控；並且使根系發育抑制基因 CLE5

產生負調控，因而可能使植物細胞進行細胞壁的修飾，並且改變生長素的分布，

進而使植物根系的發育有所促進 (Plett et al., 2011) 。而該研究團隊後續也在

2014 年發現 MiSSP7 作用的主要機制是藉由與白楊樹中根部細胞核內 PtJAZ6

中的 JAZ domain 結合，使 PtJAZ6 這個 JA 路徑的負調控者不容易被降解，因

而影響了 JA 相關的基因表現，最後造成促進共生的作用 (Plett et al., 2014) 。 
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另一個證明效應蛋白於共生菌根作用的例子是由 Kloppholz 團隊所發現

的 SP7 (secreted protein 7) (Kloppholz et al., 2011) 。Glomus. intraradices 是世

界上最普遍的叢枝菌根菌 (arbuscular mycorrhizal fungus) ，當 G. intraradices

與藜蒺苜蓿 (Medicago truncatula) 根組織接觸時，SP7 蛋白會在感染初期時

被大量分泌到植物的細胞核中。並且同樣對於叢枝菌根構造 arbuscular 

mycorrhizae 形成的深度與廣度扮演著重要的角色。Yeast-two hybrid 的實驗結

果指出，SP7 會與在核中與轉錄因子 MtERF19 交互作用，並且抑制由 ERF19

所調控的防禦相關基因如 PR10-1 的表現量。當將 SP7 在植物或病原菌過度表

達時，植物宿主對病原菌的防禦反應均比 SP7 不存在時還低，以至於提高病

原菌在植物體中的含量。因此說明，SP7 蛋白能減輕植物對微生物的防禦反應，

並且幫助 G. intraradices 在植物體中建立共生關係。這些研究說明了，效應蛋

白應該廣泛存在於共生性真菌中，並且可以幫助共生關係的建立以及益生效

益的發生。 

 

1.3.2 P. indica 中的效應蛋白候選基因 

儘管目前已經發現了 MiSSP7 與 SP7 這兩種共生真菌的效應蛋白，研究

者們依然對於共生真菌效應蛋白的種類與機制不甚了解。從過去在真菌中發

現的效應蛋白中，大多包含兩個特性：當在植物體中共生或寄生時，表現量會

被提升；基因產物為具有訊息胜肽的小型分泌蛋白  (小於三百個胺基酸) 

(Martin et al., 2008; Zuccaro et al., 2011) 。並且，這些蛋白常是功能未存在於

現有資料庫中的蛋白。P. indica 的基因組在 2011 年時完成解序 (Zuccaro et al., 

2011) 。結果發現在 P. indica 基因組中預測有數百個小型分泌蛋白基因。並且

其中許多基因能在與植物共生時提昇表現量。因此 Zuccaro 等人進一步對 P. 

indica 的小型分泌蛋白基因進行胺基酸的序列分析，結果發現一群具有保守性

motif、功能未知的小型分泌蛋白，命名為 DELD 蛋白。這些 DELD 蛋白大小
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範圍在100-130個胺基酸，並具有C-terminal 序列為RSIDELD的保守性motif。

此外，DELD 蛋白也存在於其他梨形孢屬的共生真菌 Piriformospora williamsii

中 (Rafiqi et al., 2013) 。因為這些分析結果， DELD 蛋白中有些成員被認為

可能具有效應蛋白的功能，唯尚無證據支持。 

 

第四節 研究目的 

如上述前言所說明，P. indica 對植物生長及抗逆性的促進效益具有相當高

的農業應用價值，而其與植物間的共生機制未臻完全明瞭，是一個相當值得投

入研究的新主題。近年來關於共生性真菌效應蛋白的研究指向 P. indica 與植

物之間建立共生的作用機制應該也是與效應蛋白調控寄主植物的基因表達相

關。然而至今對於共生性微生物效應蛋白的種類與作用機制依然非常有限。有

鑒於 P. indica 廣大的宿主範圍，對 P. indica 效應蛋白的研究有助於建立研究

菌根菌與植物間共生機制的良好模型。因此，本研究的研究目的著重於 P. 

indica 效應蛋白基因之篩選與鑑定，並且探討這些基因在 P. indica 與植物交互

作用時扮演的角色。主要透過生物資訊方法、雙重扣減式 cDNA 基因庫與過

去研究文獻進行候選基因的篩選，並且透過檢測共生階段基因表現量與細胞

次定位分析驗證預測的結果。同時針對符合預期的目標基因建立小白菜的毛

狀根系統與大腸桿菌純化蛋白系統，從基因與蛋白層次探討目標基因對植物

的生理與免疫反應的影響。 
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第二章 材料與方法 

第一節 實驗材料 

使用植物：小白菜 (Brassica rapa chinensis) ，栽培品種為日本 Tokita 種子公

司之 Chinese cabbage, Tokyo bekana。阿拉伯芥 (Arabidopsis thaliana)  ecotype 

Col -0。 

使用真菌：印度梨型孢真菌 (Piriformospora indica) ，菌種由德國 Jena 大學，

Ralf Oelmu¨ller 教授提供。 

使用細菌：大腸桿菌  (Escherichia coli)  strain DH5α、 codon。農桿菌 

(Agrobacterium tumefaciens)  strain GV3101。農根菌 (Agrobacterium rhizogenes)  

strain A4。 

使用載體：pEarleyGate101、p2GWF7、p2YGW7、pCAMBIA1300、pMALc5x，

載體為 InvitrogenTM產品。 

使用基因：PIIN_05990、PIIN_09643、PIIN_11103。 

 

第二節 P. indica 與小白菜之共生 

2.2.1 小白菜之無菌栽培 

1. 取適量小白菜種子裝於 50 mL 離心管中。 

2. 加入 30 mL 75% 酒精搖勻後馬上瀝乾。 

3. 加入 30 mL 1% 漂白水搖勻 12 分鐘後瀝乾。 

4. 加入 30 mL 無菌水搖勻 3 分鐘後瀝乾，重複三次。 

均勻放置於 1/2 MS 固態培養基 (sucrose (2%) 、MS (w/ MS vitamin) (2.2 g/L)、

phytal agar (0.8%) ，pH (5.6~5.8) )。 

5. 放置於長日照照光培養室中待其生長三天作為與 P. indica 共生或是農根菌
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轉殖之樣品。 

 

2.2.2 P. indica 繼代培養 

1. 打開 Kaefer (KF) 固態培養基 (D-glucose (20 g/L) 、Peptone/tryptone (2 

g/L) 、Yeast extract (1 g/L) 、Casein hydrolysate (1 g/L) 、Macronutrient mix  

(20x) (50 mL/L)、Micronutrient mix (100x) (10 mL/L)、Fe-EDTA (100x) (1 

mL/L)、Vitamin mix (100x) (1 mL/L) 、Agar (10 g/L) ，(pH6.5) )，於無菌

操作台吹乾多餘水分。 

2. 鑷子以 95%酒精消毒、過火冷卻後，打開真菌培養皿，以鑷子夾取 1 mL 

tip，手握 tip 尖端，以 tip 底部為模，於 plate 上蓋出圓形真菌塊。 

3. 針頭過火消毒，以針頭挑起真菌塊，放置於 KF 固態培養皿中，菌塊上菌

絲面朝下貼住培養基。 

4. 放置於 28 ﾟ C 生長箱培養，約 5 到 7 天後可收取真菌為其他實驗使用。 

※ 液態培養則去除 KF 固態培養基之 Agar 

 

Macronutrient mix (20x) ：NaNO3  (12 g/L) 、KCl (10.4 g/L) 、MgSO4‧7H2O 

(10.4 g/L) 、KH2PO4  (30.4 g/L) 

Micronutrient mix (100x) ：ZnSO4、H3BO4、MnSO4、CoCl2、CuSO4、ammonium 

molybdate 

Fe-EDTA (100x) ：Na2EDTA (0.77 g/50 mL) 、FeSO4‧7H2O (0.556 g/50 mL) ，

以鹼滴定到 pH 值至 3 以上、6 以下 

Vitamin mix (100x)：thiamine (10 g/100 mL) 、glycine (0.04 g/100 mL) 、nicotinic 

acid (0.01 g/100 mL) 、pyridoxine ( 0.01 g/100 mL) 
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2.2.3 P. indica 與小白菜共培養 

1. 選擇下胚軸長度一致的 3 天大小白菜幼苗，放置於新的 1/2MS 固態培養基

中培養，並分出對照組與實驗組。 

2. 對照組小白菜以透氣膠帶封口，避免汙染。 

3. 鑷子以 95%酒精消毒、過火冷卻後，打開真菌培養皿，以鑷子夾取 1 mL 

tip，手握 tip 尖端，以 tip 底部為模，於 plate 上蓋出圓形真菌塊，以鑷子

夾取真菌塊後放置植物成熟根部旁約 0.5 cm 的距離，此為實驗組小白菜。 

4. 將實驗組小白菜以透氣膠帶封口，待後續實驗使用。 

 

第三節 基因表現量測定 

2.3.1 以反轉錄聚合酶連鎖反應 (RT-PCR) 鑑定基因表現量 

1. 以方法 2.13.2 合成的第一股 cDNA 為模板，採用 5’和 3’的 internal control 

gene primer。於儀器中進行 PCR，Tm=53 ﾟ C ，elongation time 30 秒，共

進行 25 回合。cDNA template 1 µL，10 mM 5’primer 1 µL，10 mM 3’primer 

1 µL，2X taq Ready Mix+Dye 10 µL，ddH2O 7 µL，Total volume 20 µL。 

2. 以 1% TAE agarose gel 電泳分析後，確認各樣本 internal control gene 條帶

亮度相同。若不相同，則調整 cDNA 的量並重複步驟 1. 。 

3. 以目標基因上的引子，重複並使用調整過的 cDNA 比例，進行步驟 1. 。

依基因表現量進行決定回合數。比較不同樣本在同回合數反應後，電泳分

析後的亮度及得知相對的基因表現強弱。 

 

2.3.2 以即時聚合酶連鎖反應 (Real time PCR，q-PCR) 鑑定目標基因表現

量 

本實驗使用 KAPATM SYBR FAST qPCR Kit (KAPA BIOSYSTEMS)。此部分實

驗藥品若套組中有提供，則均使用套組中提供的。 
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4

μ

l 

1

μ

l 

4 μl 

1 μl 

1. 事先在 KAPA SYBR FAST qPCR MasterMix (2X) Universal 中加入 40 µL 

ROX Low，震盪均勻。 

2. 加入以下試劑至 real-time PCR 專用試管並額外調配一組樣品，但加入

internal control primer：步驟 1. 之 ready-mix 10 µL，10 mM 5’primer 0.4 µL，

10 mM 3’primer 0.4 µL，2.3.1 定量出之 cDNA，濾菌 milli-Q water 補至 20 µL。 

3. 設定 real-time PCR 反應條件進行反應。 

 

第四節 製備雙重扣減式 cDNA 基因庫 

本實驗採用 PCR-select TM cDNA subtraction kit (CLONCETH, K-1804-1)，

此部分實驗藥品若套組中有提供，則均使用套組中提供的；製備流程原理見附

錄圖一。 

 

2.4.1 合成第一股 cDNA  

1. 取未共生之小白菜 (5 天大、7 天大、10 天大，混合取樣)，未共生之液態

KF 培養基培養 7 天之 P. indica 菌絲、感染後 2 天大、4 天大、7 天小白菜

菌根組織及 control (套組中附的對照組) 的 Poly A+ RNA 與下列物質於 0.5  

mL 離心管中混合。 

 

   Poly A+ RNA (2 μg)             

   cDNA synthesis primer (10 μM)   

 

2. 於乾熱機中加熱至 70 ﾟ C，2 分鐘。 

3. 冰上 2 分鐘。 

4. 用桌上型低速離心機離心 1 秒。 

5. 每管分別加入下列物質。 
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2

μ

l 

1

μ

l 

1

μ

l 

1

μ

l 

1

μ

l 

2 μl 

1 μl 

1 μl 

1 μl 

1 μl 

48.4 μl 

16.0 μl 

1.6 μl 

4.0 μl 

 

5X first-strand buffer          

dNTP mix (10 mM each)       

Sterile H2O                  

DTT (20 mM) 

SMATScribe reverse transcriptase (100 units/μL)    

 

6. 震盪混勻，用桌上型低速離心機離心 1 秒。 

7. 於 PCR 機器加熱至 42 ﾟ C，1.5 小時。 

8. 置於冰上，馬上接著進行方法 2.4.2。 

 

2.4.2 合成第二股 cDNA  

1. 將下列物質加入已合成的第一股 cDNA 管中(內含 10 μL)。 

Sterile H2O                       

5X buffer                        

dNTP mix ( 10 mM each )            

20X second-strand enzyme cocktail    

 

2. 16 ﾟ C，2 小時(水浴或乾熱器)。 

3. 加 2 μL (6 units) T4 DNA polymerase。 

4. 16 ﾟ C，30 分鐘(水浴或乾熱器)。 

5. 加 4 μL 20X EDTA/glycogen。 

6. 加 100 μL phenol : chloroform : isoamyl alcohol ( 25 : 24 : 1 )。 

7. 震盪混勻，室溫離心，14000 rpm，10 分鐘。 

8. 取上清液另置新的 0.5 mL 離心管。 
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43. 5 μl 

5 μl 

1.5 μl 

9. 加 100 μL chloroform : isoamyl alcohol ( 24 : 1 ) 。 

10. 重複步驟 7. 與 8.。 

11. 加 40 μL 4 M NH4OAc 與 300 μL 95%酒精。 

12. 震盪混勻，室溫離心，14000 rpm，20 分鐘。 

13. 倒掉上清液。 

14. 加 500 μL 80%酒精。 

15. 室溫離，14000 rpm，10 分鐘。 

16. 乾燥沉澱物除去剩餘的酒精。 

17. 溶於 50 μL 水中。 

 

2.4.3 限制內切脢 Rsal 反應 

1. 將下列物質加入 0.5 mL 離心管： 

 

dscDNA    

10X Rsa I reaction buffer   

Rsa (10 units/μL)  

 

2. 37 ﾟ C，1.5 小時。  

3. 取出 5 μL 反應液，用以檢驗 RsaI 反應效率。 

4. 加 2.5 μL 20X EDTA/glycogen。 

5. 加 50 μL phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1)，震盪 10 秒。 

6. 室溫離心，14000 rpm，10 分鐘。 

7. 取出上清液，另置於乾淨的 0.5 mL 離心管。 

8. 加 50 μL chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1)，震盪 10 秒混勻。 

9. 重複步驟 6.及 7.。 
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3 μL  

2 μL 

1 μL 

10. 加 25 μL 4 M NH4OAc 及 187. 5 μL 95% ethanol。 

11. 室溫離心，14000 rpm，20 分鐘。 

12. 小心倒掉上清液。 

13. 加 200 μL 80% ethanol。 

14. 室溫離心，14000 rpm，5 分鐘。 

15. 重複步驟 12. 。 

16. 真空乾燥沉澱物 5-10 分鐘。 

17. 溶於 5.5 μL 水中。 

 

2.4.4 轉接子黏合反應 

1. 製備 experimental tester cDNA：在感染後 2 天大、4 天大、7 天小白菜菌根

組織之組別分別取 1 μL Rsa I-digested experimental cDNA (方法 2.4.3 步驟

17. ) 加 5 μL 無菌水稀釋。 

2. 製備 control skeletal muscle tester cDNA  

a. 取 2 μL control DNA 加 38 μL 無菌水稀釋。 

b. 取 1 μL control skeletal muscle cDNA (2.4.3 步驟 17.) 與 5 μL 步驟 a.中稀釋

過的 control DNA 混合。 

3. 製備黏合用 master mix (準備份數=實際需要份數+1)  

                          per rxn 

Sterile H20                   

5X ligation buffer              

T4 DNA ligase (400 units/μL)     

 

4. 製備 Adaptor-ligated tester cDNAs：將上述製備的 experimental tester cDNA

與按照下表指示加入 0.5 mL 離心管中 
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1 

Tester 1-1 

(μL) 

2 

Tester 1-2 

(μL) 

Tube#： 

2 

2 

- 

6 

 

10 

2 

- 

2 

6 

 

10 

                            

 

Component  

 

Diluted tester cDNA                              

Adaptor 1 (10 μM)                              

Adaptor 2R (10 μM)                               

Master mix                                                 

 

Final volume                                   

 

5. 製備 Unsubtracted tester controls：製備 Unsubtracted tester control 1-C 方法

如下，自 Tester1-1 及 Tester1-2 中各取 2 μL 混合。 (依此類推，製備其他

組反應的 Unsubtracted tester controls) 。 

6. 取步驟 4. 及 5. 管子於 16 ﾟ C 隔夜。 

7. 加 1 μL EDTA/glycogen。 

8. 72 ﾟ C，5 分鐘。 

 

2.4.5 第一回雜合反應 

1. 將各個 experimental 及 skeletal muscle subtractions 按下表混合於 0.5 mL 離

心管中，未共生之小白菜、未共生之 P. indica 之 experimental subtractions

各取 3 μL 混合成為 driver cDNA 
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(2.4.3 步驟 17) 

(2.4.4 步驟 8) 

(步驟 4-4.8) 

1.5 

1.5 

- 

1.0 

 

4.0 

1.5 

- 

1.5 

1.0 

 

4.0 

1 μL  

1 μL 

2 μL 

 

Component  

 

Rsa I-digested driver cDNA           

Adaptor 1-lidated tester 1-1            

Adaptor 2R-ligated tester 1-2          

4X hybridization buffer ( ! )         

  

Final volume                                               

! 4X hybridization buffer 使用前置於室溫中 15～20 分鐘，確定無任何沉澱物方

可使用。若有沉澱物請於 37 ﾟ C 加熱約 10 分鐘至沉澱物完全溶解。 

 

2. 於各管中加一滴礦物油。 

3. 98 ﾟ C ，1.5 分鐘。 

4. 68 ﾟ C ，8 小時，馬上進行第二回雜合反應。 

 

2.4.6 第二回雜合反應 

1. 將下列物質混合於一管中 

 

Driver cDNA      

4X hybridization buffer        

Sterile H2O                 

 

2. 於步驟 1. 中取出 1 μL 置於 0.5 mL 離心管中，並加一滴礦物油。 

3. 98 ﾟ C ，1.5 分鐘。 

Hybridization 

Sample 1(μl) 

Hybridization 

Sample 2(μL) 
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4. 製備第二回雜合反應液： 

a. 將微量吸管轉至刻度 15 μL。 

b. 將吸管尖端插至 hybridization sample 2 的礦物油/水層分界面。 

c. 吸取水層溶液(不需在意是否吸入些許的礦物油) 。 

d. 將吸管頭提離溶液，並吸入些許的空氣。 

e. 重複步驟 b. - d. 將步驟 3.溶液吸入同一吸管。 

f. 將吸管內溶液注入 hybridization sample1 管中。 

g. 利用微量吸管吸排數次混合溶液。 

(除了操作必要外，勿讓 hybridization sample 離開乾熱器過久) 。 

5. 68 ﾟ C ，隔夜。 

6. 加 200 μL dilution buffer。 

7. 68 ﾟ C ，7 分鐘。 

8. 保存於-20 ﾟ C。 

 

2.4.7 聚合脢連鎖反應 

1. 製備聚合脢連鎖反應模版 

a. 從各管 diluted cDNA (方法 2.4.6 步驟 8. 的 subtracted samples 及方法 2.4.4

步驟 5. 的 Unsubtracted tester controls) 取 1 μL 至 0.2 mL PCR 試管  

b. 從 PCR Control subtracted cDNA 取由 1 μL 至 0. 2 mL PCR 試管  

2. 製備 master mix (準備份數=實際需要份數+1)  
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19.5 

2.5 

0.5 

1.0 

0.5 

 

24.0 

Reagent                             per rxn (μL)  

  

Sterile H2O                              

10X PCR reaction buffer                     

dNTP mix (10 mM)                          

PCR primer                               

50X advantage cDNA polymerase mix          

 

Total volume                              

 

3. 步驟 1. 中各管各加入 24 μL master mix。 

4. 加 50 μL 礦物油。 

5. 75 ﾟ C 5 分鐘。 

6. 聚合脢連鎖反應條件如下： 

 94 ﾟ C 25 秒 

27 cycles  

 94 ﾟ C 10 秒 

 66 ﾟ C 30 秒 

 72 ﾟ C 1.5 分鐘 

7. 取出 8 μL 於 2% 洋菜膠電泳分析。 

8. 取 3 μL primary PCR mixture 加 27 μL 水稀釋。 

9. 從稀釋過的 primary PCR mixture 取 1 μL 至 0.2 mL PCR 試管。 

10. 製備 master mix (準備份數=實際需要份數+1)  
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18.5 

2.5 

0.5 

1.0 

1.0 

0.5 

 

24.0 

Reagent                                   per rxn (μL)  

 

Sterile H2O  

10X PCR reaction buffer  

dNTP mix (10 mM)  

Nested PCR primer 1 (10 μM)  

Nested PCR primer 2R (10 μM)  

50X Advantage cDNA polymerase mix  

 

Total volume 24.0  

 

11. 步驟 9. 中各管各加入 24 μL 1 master mix。 

12. 加一滴礦物油。 

13. 聚合脢連鎖反應條件如下： 

 94 ﾟ C 10 秒 

 68 ﾟ C 30 秒 

 72 ﾟ C 1.5 分鐘 

10-12 cycles  

14. 取 8 μL 於 2%洋菜膠電泳分析。 

15. 保存於-20 ﾟ C 。 

16. 樣品即為菌根組織在不同時間點特異表現之雙重扣減式 cDNA 基因庫，後

交由源資國際生物科技股份有限公司進行定序與初步分析。 
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第五節 生物資訊分析方法 

2.5.1 雙重扣減式 cDNA 基因庫分析 

1. 從源資公司定序服務中定序序列拼湊出來的 contigs 中挑選，選出 NCBI 

blastn 服務 annotation 屬於 P. indica 的基因與未有吻合物種之基因。 

2. 將步驟 1. 挑選的結果到 Joint Genome Institute (http://jgi.doe.gov/) 中真菌

基因組資料庫 The Fungal Genomic Resource 

(http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) 所提供的 P. indica 的資

料庫所提供的 blastx 服務進行分析，挑選 alignment hit score>80，E-

value<E-020，%identity>80%的分析結果視為 P. indica 於共生階段特異表

現之基因。 

3. 將步驟 2. 挑選的結果再次於 P. indica 的資料庫查詢，挑選出基因產物預

測具有 signal sequence、但不屬於 transmembrane domain 的基因做為候選

基因。 

 

2.5.2 P. indica 基因體分析 

1. 由 Joint Genome Institute中所提供的真菌基因組資料庫 The Fungal Genomic 

Resource 獲取 P. indica 完整的基因體序列 (Zuccaro et al., 2011) 。 

2. 使用資料庫 The European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/) (Li 

et al., 2015) 中 sequence translator 的服務將 P. indica 基因體序列全數轉譯

為蛋白質序列，並且將基因產物蛋白質序列少於 300 個胺基酸的基因產物

挑出。 

3. 使用平台 SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 

2011) 的服務將步驟 2. 中挑出的基因產物進行預測，挑選出帶有 signal 

sequence 的基因產物。 

4. 使用平台 subcellular localization predictor (http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu et 

http://www.ebi.ac.uk/)%20(Li
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)%20(Petersen
http://cello.life.nctu.edu.tw/)%20(Yu
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al., 2004) 的服務將步驟 3. 中挑選出的基因產物進行 subcellular 

locolization 的預測，挑選出可能同時分泌在細胞外與坐落在細胞核的基因

產物。 

5. 分別在平台 Balanced Subcellular Localization Predictor 

(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/bacello/index.htm) (Pierleoni et al., 2006)與

Cell-PLoc 2.0 (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/) (Chou et al., 

2008) 上預測步驟 4. 中預測出的基因產物在真菌細胞與植物細胞中可能

的 subcellular localization，挑選出在真菌細胞中預測為分泌蛋白的產物，

並且同時在植物細胞中預測入核的基因產物。 

6. 使用 Center for National Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 中資料庫 Gene Expression Omnibus 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) 所提供的 GEO2R 服務分析編號

GSE47775 與 GSE31266 的資料。比較於步驟 5. 中挑選出之基因在阿拉

伯芥或大麥中與 P.indica 共生前後的基因表現量，並且挑選出有因為共生

而使表現量上升的基因作為候選基因。 

 

第六節 阿拉伯芥葉肉原生質體之分離與轉形 

阿拉伯芥葉肉原生質體 (mesophyll protoplast) 之分離與轉形主要依據

Yoo 等人之方法加以修改後進行(Yoo et al,. 2007) 。 

 

1. 取生長於短日照 (8 小時光照，16 小時黒暗) 6 個星期之阿拉伯芥，以刀片

切碎葉片並舖滿培養皿，加入 Enzyme solution (cellulase R10 (1.5%) ，

macerozyme R10 (0.3%) ，mannitol (0.4 M) ，KCl (20 mM) ，20 mM MES  

(pH5.7) ，CaCl2  (10 mM ) ，BSA (bovine serum albumin) (0.1%) ) 在室溫

下 50 g 低速搖晃 3 個小時以上。 

http://gpcr2.biocomp.unibo.it/bacello/index.htm)%20(Pierleoni
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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2. 以濾網過濾殘渣，室溫 100 g 低速離心兩分鐘，並除去上清液。 

3. 加入 W5 buffer (155 mM NaCl，125 mM CaCl2，5 mM KCl，2  mM MES 

(pH5. 7)，5 mM glucose)，重新懸浮原生質體。 

4. 室溫 100 g 低速離心兩分鐘，並除去上清液 

5. 重複以 W5 buffer 清洗數次後，最後將原生質體放置於 W5 buffer 中靜置 30

分鐘。 

6. 以 MMg solution (400 mM mannitol，15 mM MgCl2，4 mM MES (pH5. 7) )

回溶，使原生質體細胞膜通透性增加，利用血球計數計算細胞數為 80-

120x104 cell/mL。 

7. 加入 5-10 μg 構築好之質粒 (plasmid)。100 μL 溶於 MMg 之原生質體以及

等體積之 PEG solution (PEG4000 (40%) ，200 mM mannitol，100 mM CaCl2)，

混勻後靜置 5 分鐘，加入 W5 buffer 清洗。 

8. 低速離心除去上清液後，以 W5 buffer 回溶，室溫照光 16-18 小時後進行原

生質體短暫性分析。 

 

第七節 阿拉伯芥原生質體細胞次定位分析 (subcellular localization) 

2.7.1 次細胞定位戴體構築 

本實驗使用 pCRTM8® TA Cloning®  Kits (Invitrogen) 和 Gateway® LR Clonase® II 

Enzyme mix (Invitrogen) 進行實驗。設計引子、並以共生狀態的 P. indica cDNA

做為模版，以 PCR 將 PIIN_05990、PIIN_09643、PIIN_11103 基因去掉中止子

之開放閱讀框 (open reading frame，ORF) 全長增幅，接入 PCR8/GW/TOPO 載

體，並定序確認接入片段無誤。透過 gateway system 利用 PCR8/GW/TOPO 載

體上之 attL1和 attL2與含有綠色螢光蛋白 (enhanced green fluorescent preotein，

EGFP) 的 p2GWF7 載體上之 attR1、attR2 進行序列互換原理，完成以 35S 啟

動子啟動 PIIN_05990-EGFP、PIIN_09643-EGFP 和 PIIN_11103-EGFP 融合蛋
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白之載體構築 (附錄圖二) 。抽取大量質粒後 (Plasmid Midi prep Purification 

Kit，GeneMark) 進行次細胞定位分析。 

 

2.7.2 阿拉伯芥原生質體轉形與影像分析 

利用分離完成之阿拉伯芥原生質體 (參照方法 2.6阿拉伯芥葉肉原生質體

分離與轉形) ，加入 10 μg 已構築好目標基因接上綠色螢光蛋白之質粒 (載體

構造參照方法 2.7.1 次細胞定位載體構築) 轉入原生質體中。室溫照光 16~18

小時後，使用共軛焦顯徽鏡 (Leica TCS SP5，Zeiss LSM 780) 偵測相關螢光訊

號，包含目標基因(綠色螢光蛋白：GFP) 。細胞核標定 (利用 mCheery-NLS 質

粒共同轉入於原生質體中，於共軛焦顯微鏡觀察時加入) 和葉綠體自體螢光進

行細胞定位分析之攝影。 

 

第八節 以農根菌 A4 品系產生小白菜轉殖毛狀根 

2.8.1 轉殖毛狀根系使用載體構築 

同方法 2.7.1，透過 gateway system 利用 PCR8/GW/TOPO 載體上之 attL1 和

attL2 與 pEarleyGate101 上之 GATEWAY 序列進行序列互換原理 (Earley, 

2006) ，完成以 35S 啟動子啟動 PIIN_05990-EYFP、PIIN_09643-EYFP 和

PIIN_11103-EYFP 融合蛋白之載體構築 (附錄圖三) 。 

 

2.8.2 轉殖毛狀根系之建立與鑑定 

1. 以 YEB (beef extract (5 g/L) 、yeast extract (1 g/L) 、peptone (5 g/L) 、sucrose 

(5 g/L) 、MgCl2 (0.5 g/L) )培養基培養小量農根菌 A4 品系 5 mL，28 ﾟ C

震盪培養兩天。 

2. 將菌液放大培養至 20 mL，加入 0.4 mM acetosyningone 誘導活性，28 ﾟ C

震盪培養隔夜。 
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3. 將菌液以 3,600 rpm，10 分鐘，4 ﾟ C 離心。 

4. 倒去上清液，加入 20 mL 1/2MS 液態培養基回溶菌體。 

5. 將菌液以 3,600 rpm，10 分鐘，4 ﾟ C 離心。 

6. 倒去上清液，加入 3 mL 1/2MS 與 0.4 mM acetosyningone 回溶菌體，使菌

液中濃度至少達到 OD600=0.6 或以上。 

7. 取 300 μL 菌液以玻棒均勻塗抹在 1/2MS 固態培養基上。 

8. 取 3 天大小白菜，以刀片分離植株上下胚軸，取上胚軸部分備用。 

9. 將刀片浸潤菌液後切除上胚軸至子葉基部。 

10. 將子葉基部貼附於帶菌液的 1/2MS 固態培養基上，25 ﾟ C 閉光培養三天。 

11. 照光培養兩天。 

12. 選擇產生毛狀根系的植株以滅菌水洗滌、瀝乾。重複三次。 

13. 以 1/2MS 液態培養基洗滌、瀝乾。重複三次。 

14. 將植株移到添加抗生素 (timetin (200 ppm) 、cefotaxime (200 ppm ) )之

1/2MS 固態培養基培養一週以殺除農根菌。 

15. 挑選單一條毛狀根繼代到新的添加抗生素 (timetin (200 ppm)、cefotaxime  

(200 ppm) )之 1/2MS 固態培養基放大，以 RT-RCR 與 western blot 確認為

轉殖根後作為實驗材料。 

全流程示意圖見附錄圖四 

 

第九節 真菌共生量測定 

1. 取用每盤四條 2-3 公分長之轉殖根平均繼代於新培養基的四個角落，並且

在根長中段接種 P. indica (示意圖見附錄圖五) 。 

2. 取用接種處周圍 2.5 公分的共生組織作為樣本，總重量 0.1 g。 

3. 採用方法 2.12.1 進行實驗，取用步驟 5. 之 DNgone column。 

4. 採用 GenepHlow TM Gel/PCR Plus kit (Geneaid，DFH300) 進行清洗。 
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5. 加入 400 μL W1 buffer，室溫離心 15 秒，13000 rpm。 

6. 加入 600 μL wash buffer，室溫離心 15 秒，13000 rpm。 

7. 以室溫離心 3 分鐘，13000 rpm。 

8. 取 30 μL，預熱至 70 ﾟ C 的無菌水，點在膜上回溶 2 分鐘。 

9. 室溫離心 2 分鐘，13000 rpm。 

10. 跑膠與測量 OD 值確認質量以後保存於-80 ﾟ C，後續實驗使用。 

11. 取用 600 ng 之 DNA 作為模板，Actin/PiTEF1α之 primer，以方法 2.3 進行

植物與真菌基因體比例的量化分析，做為共生量指標。 

 

第十節 純化候選基因之重組蛋白 

本實驗誘導大腸桿菌 codon 品系大量表現構築於 pMALc5X 上之帶有蛋白

酶 factor-XA 切位的半乳糖結合蛋白 (Maltose binding protein, MBP) 候選基

因重組蛋白，隨後進行純化。並且以 factor-XA 切除 MBP tag。 

 

1. 小量培養菌液 2 ml，37 ﾟ C 震盪培養過夜。 

2. 放大培養菌液至 200 ml，37 ﾟ C 震盪培養至 OD600=0.5~0.7。 

3. 加入 IPTG(終濃度=0.1 mM) 誘導，28 ﾟ C 震盪培養 4 小時或 8 小時。 

4. 將菌液倒入高速離心瓶中，以 4 ﾟ C 離心，12000 rpm，10 分鐘。倒去上

清液，以 20 ml 事先預冷的 column buffer (20 mM Tris-HCl (pH7.4) ，200 

mM NaCl，1 mM EDTA) 回溶菌體。 

5. 將菌液轉移至 50 ml 離心管，以 4 ﾟ C 離心，12000 rpm，10 分鐘。 

6. 倒去上清液，將菌體以液態氮急速冷凍。 

※步驟 3-6 全程在冰上操作 

7. 將菌體以 12 ml column buffer 回溶，並且加入 PMSF 蛋白脢抑制劑(終濃

度 1 mM，stock 溶於 DMSO)防止蛋白降解，並轉移至兩個 10 ml 魚雷管
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中。 

8. 超音波破菌，sonicator 設定為 1 eV，每作用 30 秒休息 30 秒，作用約

5~10 分鐘至菌液呈現無沉澱澄清狀液體。 

9. 將菌液轉移到 15 ml 離心管以 4 ﾟ C 離心，12000 rpm，10 分鐘。 

10. 將上清液以 0.45 μm 孔徑 filter 過濾，轉移到乾淨的 15 ml 離心管 

11. 準備含有 1 ml amylose resin 的 column，以一個 column 體積的 column 

buffer 通過 column 後蓋下蓋，預備。 

12. 將 5 ml 步驟 4.上清液轉移入內，封好上蓋後，以 10 rpm，2 小時，4 ﾟ C

將 resin 均勻搖起震盪。剩餘上清液保留為 input 跑膠。 

13. 打開 column 的上下蓋使液體自然流出，收集 1ml 為 flow through 1 跑

膠。 

14. 蓋下蓋，加入一個 column 體積的 column buffer，以 10 rpm，5 分鐘，4 ﾟ

C 將 resin 均勻搖起震盪後流掉 column buffer。 

15. 重複步驟 14. 。 

16. 蓋下蓋，加入 2 ml elution buffer (10 mM maltose 之 column buffer) ，以 10 

rpm，5 分鐘，4 ﾟ C 將 resin 均勻搖起震盪。 

17. 打開 column 的上下蓋使液體自然流出，收集蛋白。 

18. 加入 digestion buffer digestion buffer (20 mM Tris-HCl (pH8.0) ，100 mM 

NaCl，2 mM CaCl2，factor XA 3 μg/ml) ，以 10 rpm，4 ﾟ C 均勻震盪隔

夜。產物測定濃度與跑 SDS 膠確定品質後可供後續實驗使用。 

※全程在冰浴上及冷房中操作 

 

第十一節 純化蛋白處理 

1. 取用約一個月大之小白菜健康的葉子，由葉柄剪下葉子 

2. 葉柄插入 3.4 μM 經過 factor-XA 處理過後的純化蛋白 (溶於 1/2MS 液態
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培養基) ，室溫照光培養 2.5 小時，收取樣本或處理病原菌。 

3. 將 10 μL 病原點在葉脈兩側，將樣本放在沾濕的擦手紙上，放入潮濕透光

的容器中以保鮮膜封好，室溫照光培養隔夜後觀察樣本呈炭疽狀的感病情

形。 

 

第十二節 其他基本實驗技術 

2.12.1 萃取總體 RNA： 

採用 LapPrep TM RNA Plus kit  (LABTURBO，LPRS100) ，此部分實驗藥品若

套組中有提供，則均使用套組中提供的。 

1. 取 4.5 μL β- Mercaptoethanol 加入 450 μL TRLL buffer 震盪均勻。 

2. 取 0.1 g 組織於 1.5 mL 離心管中，加入液態氮後以小研磨棒磨碎。 

3. 加入 450 μL TRLL buffer，回溶後震盪均勻。 

4. 室溫離心 2 分鐘，13000 rpm。 

5. 將上清液轉移至 DNgone column，室溫離心 2 分鐘，13000 rpm。 

6. 將下清液轉移至 2 mL 離心管，加入 1/2 體積的純酒精，震盪均勻。 

7. 將步驟 6. 轉移至 RNA Spin column，室溫離心 15 秒，13000 rpm。(若步驟

6. 總體積超過 600 μL，重複操作步驟 7. 分批離心) 

8. 加入 650 μL TRW1 buffer，室溫離心 15 秒，13000 rpm。 

9. 加入 600 μL TRW2 buffer，室溫離心 15 秒，13000 rpm。 

10. 重複操作步驟 9. 

11. 室溫離心 3 分鐘，13000 rpm。 

12. 取 50 μL，預熱至 70 ﾟ C 的 CCEB buffer，點在 RNA Spin column 的膜上回

溶 1 分鐘。 

13. 室溫離心 1 分鐘，13000 rpm。 

14. 保存於-80 ﾟ C，後續實驗使用。 
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2.12.2 合成第一股 cDNA 

使用 RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific，K1621)，

部分實驗藥品若套組中有提供，則均使用套組中提供的 

1. 取 2.5 mg RNA 加入 RNase-free ddH2O 調整體積至 5.5 μL 。 

2. 加入 0.5 μL oligo dT18 primer 以 65 ﾟ C 加熱 5 分鐘移至冰上 10 分鐘。 

3. 加入 2 μL 5X Reaction buffer、1 μL 10 mM dNTP mix、1 μL RibolockTM RNase 

inhibitor 及 1 μL RevertAidTM M-MuLV reverse transcriptase。 

4. 於 42 ﾟ C 反應一小時。 

5. 於 72 ﾟ C 停留五分鐘，終止反應作用視產物濃度決定稀釋倍數，之後可進

行 PCR 分析或保存於-80 ﾟ C。 

 

2.12.3 農根菌勝任細胞 (competent cell)的製備 

1. 將農根菌 A4 於 YEB 液體培養基中 28˚C 小量震盪培養隔夜。 

2. 將菌液加入 100 mL YEB 液體培養基中 28˚C 震盪培養至 OD600= 0.8 

3. 室溫離心，3600 rpm，5 分鐘，去上清液。 

4. 用預冷之 100 mL 無菌水懸浮菌體。 

5. 室溫離心，3600 rpm，5 分鐘，去上清液。 

6. 用預冷之 50 mL 無菌水懸浮菌體。 

7. 室溫離心，3600 rpm，5 分鐘，去上清液。 

8. 用預冷之 10 mL 無菌水懸浮菌體。 

9. 室溫離心，3600 rpm，5 分鐘，去上清液。 

10. 用 2 mL 預冷之 10% glycerol 重新懸浮菌體。 

11. 將菌液以每管 0.05 mL 分裝至微量離心管中，以液態氮急速冷凍，保存於

-80˚C 中備用。 
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※全程操作與器具在冰上操作 

 

2.12.4 農根菌勝任細胞之轉型(transformation) 

1. 事先將電擊管置於烘箱乾燥。 

2. 將 3-5 μL 欲轉型之質體加入 A4 勝任細胞管中，靜置於冰上 5 分鐘。 

3. 電擊管取出置於冰上預冷。吸取步驟 2. 之混合液並加至電擊管中蓋上蓋

子。使用電穿孔儀器 (MicroPulserTM，BioRad)進行電擊。 

4. 加入 900 µL YEB 液體培養基於電擊管中，輕輕混勻。取出混合液加至新

的 1.5 mL 離心管中，於 28˚C 震盪培養至少一小時。 

5. 菌液常溫離心，13000 rpm，1 分鐘。 

6. 去上清液，加入 150 µL YEB 液態培養基回溶菌體，塗於 YEB 固體培養基

(含抗生素)，於 28˚C 培養兩天。 

7. 挑選出生長的菌落以 PCR 確認目標基因以轉殖入農根菌。 
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第三章 結果 

第一節 P. indica 效應蛋白候選基因之篩選 

3.1.1 P. indica 效應蛋白候選基因之初步篩選 

本研究中，P. indica 效應蛋白候選基因之來源有三：其一來自前人研究 P. 

indica 與植物交互作用的文獻。德國的 Kogal 團隊藉由 yeast secret sequence 

trap (YSST) 的系統篩選出 P. indica 接觸植物細胞壁萃取物後所誘導表現的分

泌蛋白，並且進一步在阿拉伯芥葉片上皮細胞與轉殖株上探討這些分泌蛋白

是否具有效應蛋白的功能 (Klute, 2011) 。本研究從中挑選出 PIIN_07104、

PIIN_04526 與 PIIN_02169 做為候選基因。此外，本實驗室過去的研究中，為

了研究小白菜感染 P. indica 後與益生效益相關的特異表現基因，建立了小白

菜感染 P. indica 後的雙重扣減式表現序列標籤資料庫 (Double substructive 

expressed sequence tag library, EST library) (Lee et al., 2011) 。由於無法將 P. 

indica 因共生後特異表現的 cDNA 序列扣減，故本資料庫亦可做為挑選可能之

候選效應蛋白基因之來源。本研究從中挑選出 PIIN_02699 做為候選基因。 

其二為雙重扣減式 cDNA 基因庫。為了篩選 P. indica 因為共生而差異表

現的基因。我們以 P. indica 感染發芽三天後的小白菜，並且根據 Jacobs 等人

的研究 (Jacobs et al., 2011) 定義感染以後 2、4、7 天代表共生過程中早期、中

期與晚期之樣本，因此收集被 P. indica 感染 2、4、7 天之小白菜根系製作 tester 

cDNA。並且以未感染的小白菜根組織、液態培養 7 天之 P. indica 菌絲製作

driver cDNA 進行扣減 (方法參照第二章第四節) 。最後建構出 P. indica 與小

白菜共生後的雙重扣減式 cDNA 資料庫，反應產物為 P. indica 與植物因為共

生後差異表現之 cDNA 片段 (表一) 。之後由生技公司做進行 high-throughput 

sequencing 與 blastn 的分析 (e-value < 10-5) (方法參照第二章第五節 2.5.1) 。

結果 P. indica 感染 2、4、7 天之小白菜根系(2 dai、4 dai、7 dai) 之扣減式 cDNA
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基因庫中的序列定序後經過重組分別能產生 216、4124、3750 個 contigs (表

一) 。而經過 P. indica 基因體與 NCBI 資料庫進行 blastn 的比對後，2 dai 中

發現 216 個 hit，0 個 hit 屬於 P. indica，4 dai 中發現 649 個 hit，5 個 hit 屬於

P. indica，7 dai 中發現 584 個 hit，15 個 hit 屬於 P. indica (表一) ，然而其中

並沒有發現可能是效應蛋白基因的候選。因此我們在 P. indica 基因體資料庫

中將 unhit 的序列進行 blastx 的分析，將 Hit identity%>50%，hit coverage%>20%

並且 e-value < 10-20的序列視為屬於 P. indica 的特異表現基因，並在 NCBI 資

料庫進行 blastx 分析，確定序列並非植物基因序列 (方法參照第二章第五節

2.5.1) 。結果由 4 dai 中發現 contig3741 屬於 P. indica 基因 PIIN_05767 的序

列，7 dai中發現 3530，2957與 3453屬於 P. indica基因 PIIN_03013、PIIN_03688

與 PIIN_05990 的序列 (表一) 。然而 PIIN_03688 的基因產物大小超過 1000

個胺基酸，且不具有訊息胜肽，較不可能是效應蛋白。因此僅挑選 PIIN_03013、

PIIN_05767 與 PIIN_05990 為候選基因。 

其三則使用生物資訊方法分析 P. indica 基因組，尋找可能為效應蛋白的

候選基因。由於 P. indica 共生時特異表現的基因並不限於效應蛋白基因，效應

蛋白基因的誘導表現量可能不及其他共生所需的基因，如：代謝相關生理的基

因。因此，只從 cDNA 基因庫中特異表現量大的序列做為挑選來源，很可能

將許多不是效應蛋白的基因纳為候選。因此，有鑑於目前所發現的效應蛋白大

多屬於小型分泌蛋白，我們亦將 P. indica 基因組中全數的基因依據基因產物

之大小與分泌性進行篩選 (方法參照第二章第五節 2.5.2) ，希望可以從基因

產物為小型分泌蛋白的基因找到適當的候選。分析結果中，P. indica 基因體中

共有 11767 個基因，基因產物大小在三百個胺基酸以下的基因有 4917 個，而

其中含有訊息胜肽序列的有 416 個。經過 CELLO 的分析這 416 個基因產物，

有 264 個屬於可能會分泌到真核細胞外的小型分泌蛋白，其中有 37 個同時有

可能出現在細胞核，8 個同時有可能出現在細胞質，4 個同時有可能出現在葉
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綠體中 (圖一) 。可能出現在細胞核的 37 個基因產物以 BaCelLo 與 Cell-PLoc

提供之線上服務進行分析，有 10 個基因產物預測被送出真菌細胞外，但是有

可能進入植物細胞中的核，分別為 PIIN_09895、PIIN_05932、PIIN_10451、

PIIN_10147、PIIN_08870、PIIN_05865、PIIN_09643、PIIN_05098、PIIN_06837

與 PIIN_11103。其中六個和效應蛋白功能與轉錄調控相關，五個屬於 DELD

蛋白，七個在 Zuccaro 等人發表的微陣列數據 (GEO accession=GSE47775) 中

能因為共生而誘導表現量 (Zuccaro et al., 2013 ) 。由於我們希望找出 P. indica

廣泛做用於植物的效應蛋白，因此我們挑選 PIIN_09643 與 PIIN_11103 這兩個

在單子葉植物 (大麥) 與雙子葉植物 (阿拉伯芥) 中都會因為共生而誘導表現

量的基因為候選基因 (圖一) 。 

由這三個來源所挑選到的候選基因共有 9 個：PIIN_07104、PIIN_04526、

PIIN_02699、PIIN_02169、PIIN_05767、PIIN_03013、PIIN_05990、PIIN_09643、

PIIN_11103。以上挑選出的候選基因之基因產物皆為五百個胺基酸以內的小型

蛋白，並且除了 PIIN_05990 以外皆具有信息胜肽。此外分別在 PIIN_07104 上

預測出 inhibitor I9 domain 與 peptidase S8 的相似區段；在 PIIN_02699 上預測

出 thioredoxin domain與 Proteasome-Interacting Thioredoxin domain；PIIN_02169

上預測出 LysM 的相似區段與 polysaccharide-deacetylase domain 的相似區段；

PIIN_03013 上預測出 Laminarinase 16A 的相似區段；PIIN_09643 上預測出

BAF1 / ABF1 chromatin reorganizing factor 的相似區段 (圖二) 。候選基因之序

列資訊詳見第 92 頁到第 99 頁附錄。 

 

3.1.2 候選基因與小白菜共生時之表現樣態 (expression pattern) 

為了驗證候選基因是否在 P. indica 與小白菜共生的共生過程中發揮作用

而被誘導表現，我們取用未感染之小白菜根組織、液態培養之 P. indica 菌絲、

以 P. indica 感染發芽三天後的小白菜，經過感染後 2、4、7 天之小白菜根系做
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為與 P. indica 共生時初期、中期與晚期階段的樣本，進行 RT-PCR。以檢測九

個候選基因於共生階段的表現樣態。實驗結果說明，在這九個候選基因中僅有

PIIN_05990、PIIN_09643、PIIN_11103 會因為與小白菜共生而被誘導表現量 

(圖三) 。並且以 q-PCR 重新確認與量化其結果 (圖四) 。根據此結果，我們決

定對這三個基因做進一步的探討。 

 

3.1.3 候選基因於植物細胞中之次細胞定位 (subcellular localization) 

基於目前所發現的效應蛋白大多屬於作用於植物細胞的小型分泌蛋白，

本研究中對候選基因應用生物資訊學方法的的篩選亦十分注重於候選基因產

物的大小與植物中的次細胞定位。因此我們將 PIIN_05990、PIIN_09643 與

PIIN_11103 於 C-terminal 接上綠螢光蛋白後轉入阿拉伯芥之原生質體，以共

軛焦螢光顯微鏡觀察蛋白的次細胞定位，以驗證結果是否符合我們的預測。由

結果對照可以確認，PIIN_09643 與 PIIN_11103 在植物細胞中的次細胞定位如

生物資訊學方法的預測，位於細胞核中 (圖五 D、圖五 E) 。而 PIIN_05990 在

植物細胞中的次細胞定位 (圖五 C) 則與 free GFP (圖五 B) 的分布一樣，同時

分佈在細胞質與細胞核中，因此無法說明其在植物細胞中有特別的次細胞定

位。 

由於目前所發現到的兩個共生真菌效應蛋白，MiSSP7 與 SP7 都能進入植

物的細胞核中發揮作用以促進真菌與植物的共生 (Kloppholz et al., 2011; Plett 

et al., 2011) 。 因此我們認為受共生誘導表現、並且能被運輸到植物細胞核的

PIIN_09643 與 PIIN_11103，可能如同與 MiSSP7 與 SP7 一般能影響植物的生

理，並且在 P. indica 與植物的共生發揮作用。為此，接下來將繼續探討

PIIN_09643 與 PIIN_11103 在植物中的生理功能。 
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3.1.4 PIIN_09643 與 PIIN_11103 候選基因核甘酸序列與胺基酸序列特性分析 

 我們將候選基因 PIIN_09643 與 PIIN_11103 候選基因之核苷酸序列與胺

基酸在 NCBI 資料庫中進行 blastn、blastp 與 blastx 的分析以後發現，這兩個

候選基因皆為不存在於其他物種中的 novel gene，且彼此並不具有相似性。

PIIN_09643 為 354 個核苷酸長，轉譯出 118 個胺基酸的基因。其蛋白產物中，

1~19 的胺基酸預測為訊息序列 (signal sequence) ，35~108 的胺基酸預測為

BAF1 / ABF1 chromatin reorganizing factor 的相似區段，114~118 的胺基酸為

DELE motif (圖六 A) 。而 PIIN_09643 為 342 個核苷酸長，轉譯出 118 個胺基

酸的基因。其蛋白產物中，1~18 的胺基酸預測為訊息序列 (signal sequence) (圖

六 B) 。 

 

第二節 候選基因毛狀根系統 (hairy root system) 之建立與鑑定 

根據過去種種研究及文獻，我們於本論文前言中推論：P. indica 共生於植

物根部時，應該需要分泌效應蛋白影響植物的生理作用，以促進共生。為了快

速分析候選基因的作用機制，我們建立小白菜的毛狀根系統，以便在基因層次

上快速篩選植物可能受候選基因影響的生理功能。完成以 35S 啟動子驅動候

選基因 PIIN_09643 與 PIIN_11103 的載體 (附錄圖二) 後 (方法參照第二章第

八節 2.8.1) 。藉由農根菌品系 A4 將候選基因快速、穩定的轉殖在小白菜的毛

狀根，並且透過抗生素 timetin 與 cefotaxime 滅殺農根菌以後挑選單一條毛狀

根為獨立轉殖系 (independent line) (方法參照第二章第八節 2.8.2，流程參照附

錄圖三) 。隨後，各挑十個空載體與候選基因獨立轉殖系進行繼代，以抽取

RNA 與蛋白質進行 RT-PCR、q-PCR 與 western blot 等實驗，進而挑選出基因

與蛋白質層次上穩定表現的獨立轉殖系。由 RT-PCR 結果中確認，空載體 EV-

2、EV-3、PIIN_09643 OE-5、PIIN_09643 OE-8、PIIN_11103 OE-2、與 PIIN_11103 

OE-4 毛狀根系均表現載體 pEarleyGate101 中 BAR 基因，故皆為農根菌的 T-
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DNA insertion line (圖七 A) 。同時，PIIN_09643 OE-5、PIIN_09643 OE-8、

PIIN_11103 OE-2、與 PIIN_11103 OE-4 毛狀根系均增幅出大小正確、專一的候

選基因片段，因此說明的確有表現候選基因 (圖七 A) ，這些結果也由 q-PCR

進行再次驗證 (圖七 B、圖七 C) 。最後由 PIIN_09643 OE-5、PIIN_09643 OE-

8、PIIN_11103 OE-2、與 PIIN_11103 OE-4 抽取 15 μg 蛋白質、以 anti-HA 為

一級抗體辨認融合在候選基因上的 HA (virus haemagglutinin) tag 進行 western 

blot，確認有候選基因蛋白質的表現 (圖八) 。因此接下來的實驗中將選取 EV-

3 毛狀根系為 EV control、PIIN_09643 OE-5、PIIN_09643 OE-8、PIIN_11103 

OE-2、與 PIIN_11103 OE-4 為候選基因毛狀根系進行後續實驗。 

 

第三節 利用毛狀根系統探討候選基因於植物中可能的生理功能 

由於各種效應蛋白的作用機制與所影響植物的生理途徑不盡相同。我們

難以清楚預料候選基因的功能。參考MiSSP7與 SP7的例子，我們假設 P. indica

的效應蛋白可能具有促進共生系統之建立或植物益生效益的功能。因此我們

將 EV control 與各個候選基因毛狀根系於新的 1/2MS 培養基上繼代，於 25 ﾟ

C 暗室中培養十天後收取新鮮樣本，並分為四個方面探索候選基因在植物體

中可能的生理功能。 

 

3.3.1 生長素反應相關基因 (auxin related genes) 

本實驗室先前的研究證實，P. indica 與小白菜的共生能藉由提高 AUX1 生

長素運輸蛋白與其他生長素相關基因如 expansin A17 的表現，使小白菜根毛

與根系的發育更為發達，並觀察到植株發育情況的改善 (Lee et al., 2011; Kao, 

2013) ，因此將使用 q-PCR 測定候選基因毛狀根系中 AUX1、RHD4、V-type 

ATPase 與 expansin A17 之基因表現量，以驗證候選基因是否與 P. indica 藉由

提升生長素反應相關基因表現以促進植物根系發育的現象有關。 
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然而，除了在 PIIN_09643 OE-8 中 V-type ATPase 的表現量較 EV control

相比有顯著的提升之外，在 PIIN_09643 與 PIIN_11103 的毛狀根系中 AUX1、

RHD4、V-type ATPase、expansin A17 等生長素反應相關基因與 EV control 相比

均沒有明顯提升或下降的趨勢  (圖九 ) 。因此我們認為 PIIN_09643 與

PIIN_11103 和 P. indica 藉由提升生長素反應相關基因促進植物根系發育的現

象沒有明顯的關聯。 

 

3.3.2 氧化還原狀態相關基因 (redox-status relative genes) 

本實驗室先前的研究與其他調查文獻亦指出，P. indica 與小白菜的共生能

藉由提高植物中 antioxidant recycling (附錄圖七) 相關基因如 glutathione-S 

transferase tau (GSTU) 、MDAR2 與 DHAR5 等基因的表現量，進而使還原物質

含量提升、超氧化物含量下降，因而減輕了逆境對植物的傷害  (Lee et al., 2011; 

Kao, 2013; Waller et al., 2005; Baltruschat et al., 2008; Sun et al., 2010) 。因此將

測定候選基因毛狀根系中 GSTU、MDAR2 與 DHAR5 之基因表現量，以驗證候

選基因是否會影響氧化還原狀態相關基因之表現。 

結果發現，PIIN_09643 與 PIIN_11103 的毛狀根系中，MADR2 與 EV control

相比均沒有明顯提升或下降的趨勢 (圖十) 。但是 DHAR5 方面，PIIN_09643

毛狀根系中的表現量與 EV control 相比高約 3 倍，PIIN_11103 毛狀根系中的

表現量與 EV control 相比則高約 2.5 倍 (圖十) 。而 GSTU 表現量方面，過度

表達候選基因也造成了影響。PIIN_09643 毛狀根系中 GSTU 表現量與 EV 

control 相比高約有 2 倍，PIIN_11103 毛狀根系中與 EV control 相比則高約 1.75

倍 (圖十) 。 

 

3.3.3 植物 PTI 反應防禦相關指標基因 (PTI response defense related genes) 

另外，效應蛋白常見的重要功能為壓制 (或調節) 植物的免疫反應以利於



doi:10.6342/NTU201600195

 

40 

 

微生物在植物體內的生長、生殖與傳播。因此，我們選擇了兩個重要的標誌基

因 (marker gene) PR1 與 PDF1.2 做為植物 PTI 防禦反應中重要的 SA 路徑與

JA 路徑的指標，並且觀察候選基因是否會對此二植物防禦反應相關基因的表

現量造成影響  (附錄圖八) 。從 q-PCR 的結果中發現，  PIIN_09643 與

PIIN_11103的毛狀根系中 PR1的表現量與 EV control相比均被壓抑到 0.3~0.01

倍之低 (圖十一) 。但在 PDF1.2 表現量方面，與 EV control 相比則沒有特別

顯著的差異 (圖十一) 。 

 

3.3.4 P. indica 共生狀態下植物 PTI 反應相關指標基因 

為了瞭解候選基因對於植物防禦基因的影響，在與 P. indica 實際與植物

發生共生前後有合異同。因此取用 EV control 與各個候選基因毛狀根系各四條

單一條根部進行繼代，於 25 ﾟ C 暗室中成長三天後接種 (方法參照第二章第

九節，示意圖見附錄圖五) 。並且在接種三天與七天後收取樣本，再對 PR1 與

PDF1.2 的表現量進行測量。結果發現，P. indica 接種三天後，PIIN_09643 的

毛狀根系中 PR1 的表現量與 EV control 相比均被壓抑到 0.2 倍以下 (圖十二

A) 。而 PIIN_11103 的毛狀根系中 PR1 的表現量與 EV control 相比也均被壓

抑到 0.25~0.3 倍以下 (圖十二 A) 。但在 PDF1.2 方面，候選基因的兩個毛狀

狀根系表現量雖然各有差異，但是跟 EV control 比較均有一個 5~14 倍提升的

趨勢 (圖十二 B) 。而接種 P. indica 七天後，除了 PIIN_09643OE-5 毛狀根系

中 PR1 的表現量為 EV control 中 0.08 倍之低以外，PIIN_09643OE-8 與

PIIN_11103 毛狀根系中 PR1 的表現量與 EV control 相比也僅有 0.4~0.5 倍的表

現量 (圖十二 C) 。在 PDF1.2 方面，與接種三天的情形類似，各個毛狀狀根

系中表現量各有差異，但是跟EV control比較均高出了 2.8~6.5倍 (圖十二D) 。 
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3.3.5 P. indica 於候選基因毛狀根系中的共生效率 

進一步，我們想繼續了解候選基因毛狀根系中 PTI 反應相關防禦基因表

現量的下降是否能幫助 P. indica 更容易與植物在根部進行共生。因此我們也

抽取共生根組織的總體基因體做為 q-PCR 中的模版，定量共生組織中 P. indica

基因體與植物基因體的比例，做為 P. indica 在毛狀根系中共生效率之指標 (方

法參照第二章第九節，示意圖見附錄圖五) 。P. indica 接種三天後，PIIN_09643 

OE-5毛狀根系中P. indica在根部的共生量高達EV control的 10倍；PIIN_09643 

OE-8毛狀根系中高達14倍；PIIN_11103 OE-2毛狀根系中高達4倍；PIIN_11103 

OE-4 毛狀根系中高達 7 倍 (圖十三 A) 。P. indica 接種七天後，PIIN_09643 

OE-5毛狀根系中P. indica在根部的共生量高達EV control的2.5倍；PIIN_09643 

OE-8 毛狀根系中高達 3 倍；PIIN_11103 OE-2 毛狀根系中高達 2.1 倍；

PIIN_11103 OE-4 毛狀根系中高達 6.5 倍。與接種三天時一樣有較 EV control

高的趨勢 (圖十三 B) 。 

 

第四節 候選基因純化蛋白 (recombinant protein) 系統之建立 

由於效應蛋白最終是以蛋白質的形式作用於植物細胞，因此我們也建立

了候選基因重組蛋白的純化系統，以便在後續實驗中從蛋白質層次上驗證候

選基因對植物 PTI 反應防禦基因的影響。 

 

3.4.1 載體構築 

設計引子、並以共生狀態的 P. indica cDNA 做為模版，以 PCR 將

PIIN_05990、PIIN_09643、PIIN_11103 基因之開放閱讀框 (open reading frame，

ORF) 全長增幅，接入 yT&A 載體，並經過定序確認接入片段序列無誤。之後

以 EcoRI 切位將此片段接入 pMALc5X 載體上、受 IPTG 誘導的 Lac promoter

所驅動的半乳糖結合蛋白 (MBP) 與蛋白脢 factor-XA 切位的序列之後，完成
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能夠表達候選基因純化蛋白的載體 pMALc5X-PIIN_05990、pMALc5X-

PIIN_09643、pMALc5X-PIIN_11103 (附錄圖六) 。 

 

3.4.2 候選基因純化蛋白系統的誘導純化與半乳糖結合蛋白的切除 

為了得到候選基因的基因產物，我們對候選基因純化蛋白系統的誘導與

半乳糖結合蛋白的切除進行條件測試。將在第三章第四節 3.4.1 中完成的載體

pMALc5X-PIIN_05990、pMALc5X-PIIN_09643、pMALc5X-PIIN_11103 轉入專

門表現重組蛋白的大腸桿菌品系 codon 中，並且測試處理 IPTG 的濃度、誘導

溫度與時間  (方法參照第二章第十一節) 。對於 MBP control (49 kD) 與

PIIN_05990 (72 kD) 、 PIIN_09643 (61 kD) 的重組蛋白來說，0.1 M IPTG，在

28 ﾟ C 下誘導 4 小時即可得到質量均優的蛋白 (圖十四) 。而 PIIN_11103 (61 

kD) 的重組蛋白則在誘導 8 小時會有較大量的蛋白 (圖十四) 。經過純化獲得

候選基因重組蛋白之後，以 3 μg/ml 蛋白脢 factor-XA，10 rpm，4 ﾟ C 均勻震

盪隔夜 (方法參照第二章第十一節) 可切除重組蛋白上的半乳糖結合蛋白，獲

得候選基因之基因產物 PIIN_05990 (24 kD) 、 PIIN_09643 (11 kD) 與

PIIN_11103 (11 kD) (圖十五) 。 

 

第五節 利用純化蛋白系統探討候選基對植物防禦相關基因的影響 

為了驗證候選基因蛋白在植物體中是否如同在轉殖毛狀根系中能壓抑植

物 PTI 反應防禦相關基因，我們參考 Plett 等人對於共生真菌效應蛋白 MiSSP7

的研究中對植物處理效應蛋白的條件與方法 (Plett et al., 2011) ，並且加以修

改 (方法參照第二章第十一節) 。 

 

3.5.1 候選基因蛋白對植物 PTI 反應防禦相關基因的影響 

取用五片約一個月大之小白菜健康的葉子，由葉柄剪下葉片成為 detached 
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leaf。葉柄插入 3.4 μM 候選基因蛋白 (溶於 1/2MS 液態培養基) ，室溫照光

培養 2.5 小時，使蛋白質由傳輸組織運送到葉片組織中產生作用。然後收取樣

本，對 detached leaf 中 PR1 與 PDF1.2 的表現量進行測量。結果發現 CK 組、

MBP 處理、PIIN_05990 處理的葉片中 PR1 的表現量並沒有顯著的差異，而

PIIN_09643 與 PIIN11103 處理的葉片中 PR1 的表現量與 CK 組、MBP 處理、

PIIN_05990 處理的葉片相比則僅有 0.6 倍 (圖十六 A) 。PDF1.2 方面則所有

的處理表現量均無顯著差異 (圖十六 B) 。此與我們過表現之轉殖毛狀根系的

結果相吻合 (圖十一) 。 

 

3.5.2 候選基因蛋白對於植物感病程度的影響 

由 3.5.1 的結果中得知，以 PIIN_09643 處理葉片以後可以導致防禦基因

PR1 表現量的下降。並且在 3.4.4 的結果中亦證實在根部過量表現 PIIN_09643

可以幫助真菌在根部進行共生 (圖十二) 。做為佐證，我們亦利用番茄的葉片

處理重組蛋白後於葉脈兩側點上濃度 105/mL 番茄炭疽病病原 Botrytis cinerea

的孢子 10 μL，三日後測量炭疽狀病斑的大小以量化病徵 (方法參照第二章第

十節) 。藉此調查在不同的 plant-microbes interaction model 中，PIIN_09643 是

否也能有影響植物防禦反應、改變植物感病程度之作用。結果發現 CK 組、

MBP 處理、PIIN_05990 處理的葉片上產生的病徵程度並無差異。但是以

PIIN_09643 蛋白處理以後的葉片與其他處理相比，病徵嚴重程度則有兩倍之

高 (圖十七 A、圖十七 B) 。 
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第四章 討論 

第一節 P. indica 效應蛋白候選基因之預測 

由於效應蛋白作用的機制與影響植物生理的途徑不盡相同。並且，效應蛋

白屬於微生物與植物共演化下的產物，彼此間保守度相當低。種種因素使效應

蛋白候選基因的挑選困難重重。德國學者 Kogal 等人在 2013 的著作中提到，

藉由排除 P. indica 蛋白質體中的穿膜蛋白、粒腺體蛋白與分泌水解酵素後，進

一步挑出在 pfam 等蛋白資料庫上，預測有功能性區段的基因產物，可以將候

選基因的範圍從 11769 個縮減到 543 個 (Rafiqi et al., 2013) 。然而 543 個候選

基因的範圍依然非常龐大。並且效應蛋白實際上常常屬於小型分泌蛋白，在蛋

白質資料庫的平台中經常不會預測到已知的功能性區段，因此這個篩選方法

的效率依然非常有限。而 Zuccaro 等人則從 P. indica 感染植物以後的微陣列資

料庫 (microarray data) 中挑選出特異表現的基因，並且探討它們為效應蛋白

基因的可能性 (Zuccaro et al., 2011) 。但真菌與植物共生時亦需要大幅改變自

己的生理狀態，特異表現的基因並不限於效應蛋白基因。因此效應蛋白基因的

誘導表現量可能不及其他生理基因的變化量。因此，只從特異表現量大的基因

挑選，很可能錯失不少真正的效應蛋白基因。 

本研究使用生物資訊學方法的篩選中特別注意到效應蛋白常常屬於小型

分泌蛋白的事實，因此著重於基因產物大小與分泌性的分析。我們在 P. indica

基因體共 11767 個基因中挑選出 10 個預測上會被真菌送入植物核中的基因產

物，並且根據前人的微陣列資料庫中挑選出 PIIN_09643 與 PIIN_11103 這兩個

最有可能在與植物共生時被誘導的候選基因 (圖一、表二) 。在之後的實驗中

亦證實了我們的預測：這兩個候選基因的確會在 P. indica 與小白菜共生時被

誘導表現 (圖三、圖四) ，並且能被送到植物細胞核中 (圖五) 進行可能的作
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用。在這個挑選方式下，我們得以快速的從 11767 個候選基因快速縮減為 10

個，再從其中挑出兩個極有可能的候選，可謂別具效率。 

近期，隨著資訊工程的日益進步，machine-learning 的演算方法也開始應

用在效應蛋白的預測上。Sperschneider 等人開發出 EffectorP 的效應蛋白預測

平台 (http://effectorp.csiro.au/) (Sperschneider et al., 2016) 。此平台的預測原理

是基於眾人上傳已知的效應蛋白資料，對於預測序列進行大小、胺基酸組成、

功能、物理性質與化學性質等資訊的分析，進而給出預測序列為效應蛋白的概

率。此平台的優點在於能快速便捷的給出預測的可能性，並且隨著輸入的資料

越多，其預測基礎也越來越紮實而精準。本研究中的候選基因 PIIN_09643 與

PIIN_11103亦在此平台的預測中得到高達 93%與 75%為效應蛋白的預測概率。

需要注意的是，目前此平台的預測傾向於給較短的序列高分、較長的序列低分。

舉例來說，68 個胺基酸長度的已知共生性效應蛋白 MiSSP7 預測有 99%的概

率為效應蛋白，但另一 270 個胺基酸長度的已知共生性效應蛋白 SP7 則被預

測不為效應蛋白。原因可能是效應蛋白種類過為繁多，且目前平台資料庫還不

相當豐富所致。然而 EffectorP 依然可以結合本研究中的預測方式，在前期的

進行快速的分析。可期望在未來平台資料庫更完備後變成更強而有力的初期

篩選工具。 

 

第二節 PIIN_09643 與 PIIN_11103 於植物細胞中的次細胞定位 

目前僅知的兩個共生真菌效應蛋白 Mycorrhizal induced small secreted 

protein 7 (MiSSP7) 與 Secreted protein 7 (SP7) 皆能進入植物細胞核中發揮作

用，以促進真菌的共生。MiSSP7 作用的主要機制是藉由與白楊根組織細胞核

內 PtJAZ6 的 JAZ domain 結合，使 JA 路徑的負調控者 PtJAZ6 不容易被降解，

進而降低植物 JA 反應，最後造成促進共生的作用 (Plett et al., 2014) 。而 SP7

會在藜蒺苜蓿根組織細胞核中與轉錄因子 MtERF19 交互作用，並且抑制由

http://effectorp.csiro.au/)%20(Sperschneider
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MtERF19 所調控的免疫相關基因如 PR10-1 的表現量，減緩真菌共生時在植物

體中引起的免疫反應，使共生順利進行 (Kloppholz et al., 2011) 。而本研究中

的結果指出 PIIN_09643 與 PIIN_11103 在植物細胞中的次細胞定位也同

MiSSP7 與 SP7 一樣，集中在細胞核 (圖五) 。我們推論，PIIN_09643 與

PIIN_11103 也有可能藉由與植物核中某種生理途徑的調控者交互作用，進而

將植物體內的生理引導到適合真菌共生的狀態。另外，PIIN_09643 在序列分

析上存在著預測出 BAF1/ABF1 chromatin reorganizing factor 的相似區段 (圖

二) ，BAF1/ABF1 chromatin reorganizing factor 是一個功能未知，但可能具有

zinc finger、並且能與 chromatin 進行結合的蛋白質。根據這個預測結果，我們

也不排除 PIIN_09643 能直接與植物 DNA 交互作用，並且直接影響植物生理

基因表現量的可能性。 

 

第三節 PIIN_09643 與 PIIN_11103 對植物氧化還原狀態相關基因的影響 

過去文獻指出，P. indica 與植物共生後可以藉由提高植物中 Glutathione-S 

transferase tau (GSTU) 與 antioxidant recycling 基因如 Monodehydroascorbate 

reductase2 (MDAR2) 與 Dehydroascorbate reductase5 (DHAR5) 等的表現量，進

而產生還原物質含量提升、超氧化物含量下降，以及 redox-ratio 的變化 (Lee 

et al., 2011; Kao, 2013; Vadassery et al., 2009) 。本研究中，PIIN_09643 與

PIIN_11103 的毛狀根系中，DHAR5 的基因表現量類似於植物與 P. indica 共生

後的情形 (Vadassery et al., 2009) ，提升為控制組的三倍 (圖十) ；而 GSTU 的

基因表現量也與本實驗室先前的研究吻合 (Kao, 2013) ，提升為控制組的兩倍

(圖十) 。因此說明 PIIN_09643 與 PIIN_11103 的確影響 DHAR5 與 GSTU 表現

量的上升，並推測有可能參與在此兩基因所調控的抗氧化系統之中。然而，

MDAR2 的表現量並不受 PIIN_09643 與 PIIN_11103 所影響 (圖十) 。近期文

獻指出，對植物處理 SA 以後可以增加植物體內 glutathione 的含量以及其還原
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態的比例 (Spoel and Loake, 2011) ，而在 JA 路徑的植株中則有相反的趨勢 

(Mateo et al., 2006) 。因此 SA 路徑的反應會使植物體內 glutathione 的 redox 

ratio 維持在比較高的狀態。為了提高還原態 glutathione 的比例，並且減少氧

化態 glutathione 的比例，植物體內消耗還原態 glutathione的代謝酵素如 DHAR

與 GST 等的基因表現量很有可能為了達成產物與反應的平衡而進行負調控。

而本研究的結果發現，PIIN_09643 與 PIIN_11103 參與了 SA 路徑的調控 (參

見第三章第三節 3.3.3 之結果，以及第四章第四節之討論) 。因此我們推測

PIIN_09643 與 PIIN_11103 毛狀根系中 DHAR5 與 GSTU 表現量的提升是因為

受到 SA 路徑負調控所間接引起，而 MDAR2 因為不以 glutathine 為受質，因

此就不容易受到 glutathione redox ratio 的變化而產生調控。 

 

第四節 PIIN_09643 與 PIIN_11103 對 PTI 反應指標基因與共生效率的影響 

本研究中針對候選基因對植物 PTI 反應相關指標基因的影響做分析，係

由於效應蛋白常見的重要功能為壓抑 (或調節) 植物的免疫反應以利於微生

物在植物體內的生長、生殖與傳播。過去文獻指出 PTI 反應中，植物常依賴

SA 下游反應來因應 biotrophic 營養方式微生物的出現 (Glazebrook et al, 2005) 。

而 P. indica 於共生初期也屬於 biotrophic 營養方式 (Jacobs et al., 2011)，因此

接觸植物時同樣會引發 SA 路徑的下游反應與指標基因如 PR1、PR10、WRKY22、

CBP60g 等的表現 (Schafer et al., 2009; Jacobs et al., 2011; Lahrmann et al., 2013) 。

在大麥與阿拉伯芥的研究裡指出，P. indica 與 SA 路徑強表現背景的植株共生

時，無法調控 SA 的下游反應，且與植物的共生效率也較低。反之，P. indica

與 JA 路徑強表現背景的植株共生時，與植物的共生效率則較高 (Schafer et al., 

2009; Jacobs et al., 2011) 。說明了 P. indica 調控植物 PTI 中 SA 的反應對於共

生非常重要。 

本研究的結果中，PIIN_09643 與 PIIN_11103 能夠壓抑毛狀根系中 PTI 反
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應 SA 路徑下的重要指標基因 PR1 的表現 (圖十一) ，以 PIIN_09643 與

PIIN_11103的蛋白質處理植物葉片以後也能觀察到一樣的結果 (圖十六A) 。

然而對於 PTI 反應 JA 路徑下的重要指標基因 PDF1.2 的表現則沒有特別的影

響 (圖十一、圖十六 B)。而將 PIIN_09643 與 PIIN_11103 毛狀根系接種 P. indica

後發現，共生狀態下 PIIN_09643 與 PIIN_11103 一樣可以壓抑 PR1 的表現量 

(圖十二 A、圖十二 C) ，並且能提升 P. indica 與植物的共生量 (圖十三 A、圖

十三 B) 。因此說明 PIIN_09643 與 PIIN_11103 應該具有調控 SA 路徑並且促

進與植物共生的作用。 

過去在阿拉伯芥中的研究中指出，P.indica 能在與植物接觸後的第三天以

目前未知的方式壓抑 SA 相關的反應與指標基因的表現 (Lahrmann et al., 

2013) ，並且開始大量進入植物根部皮層進行 intracellular colonization (Jacobs 

et al., 2011) 。而 PIIN_09643 與 PIIN_11103 在與植物的共生階段正是在約與

植物接觸後第三天被誘導表現 (圖三、圖四 B、圖四 C) ，並且具有調控 SA

路徑並且促進與植物共生的作用。這些結果暗示著 PIIN_09643 與 PIIN_11103

可能就是 P. indica 用以調控 SA 下游反應、調節早期共生時遭遇的植物 PTI 防

禦反應、並且藉此順利與植物進行共生的效應蛋白之二。同時也解釋了，為何

在毛狀根系與 P. indica 的共生試驗中，感染三天時，PIIN_09643 與 PIIN_11103

對於 PR1 表現量的抑制 (圖十二 A、圖十二 C) 與對共生效率的提升會明顯高

於感染七天的時期 (圖十三 A、圖十三 B) 。原因可能是因為，感染三天時 EV 

control 的共生系統中還不存在效應蛋白以壓抑植物的防禦反應，因此 P. indica

也還為能大量進入植物進行共生。相反的候選基因轉殖根系的共生系統中存

在大量的效應蛋白，壓抑植物的防禦反應，使 P. indica 在與植物接觸早期的階

段便能大量進入植物進行共生了。而在感染七天以後，EV control 的共生系統

中也開始有效應蛋白的存在，使 P. indica 開始大量進入植物根部，此時與候選

基因轉殖根系的差異便縮小了。 
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另外，雖然 PIIN_09643 與 PIIN_11103 在毛狀根系中與蛋白處理的實驗中

對 PDF1.2 的表現沒有特別的影響 (圖十一、圖十六 B) 。但是當毛狀根系與

P. indica 共生時，PIIN_09643 與 PIIN_11103 能使 PDF1.2 的表現量提升 (圖十

二 B、圖十二 D) 。P. indica 與植物共生時 JA 相關的指標基因表現量如 VSP2

等會上升 (Jacobs et al., 2011; Qiang et al., 2012) ，且 JA 與 SA 的反應常常有

拮抗的平衡關係  (Glazebrook et al, 2005) 。因此我們推測 PIIN_09643 與

PIIN_11103 也可能會與 P. indica 共生時產生的其他效應蛋白，或是 P. indica

其他未知的因子共同作用，近而提升 JA 路徑的表達，以加強對 SA 路徑的壓

抑。 

 

第五節 PIIN_09643 與 PIIN_11103 於共生時可能扮演的角色與機制 

前文的結果與討論中，我們推論 PIIN_09643 與 PIIN_11103 應該具有調控

SA 路徑的作用。現有文獻指出對番茄處理 SA 以後能增進番茄對 B. cinerea 的

抵抗力 (Spoel and Loake, 2011) ，而蕃茄 SA 路徑缺失的植株則更容易感染 B. 

cinerea  (Mateo et al., 2006) 。因此說明番茄與 B. cinerea 之間的感病關係中

SA 路徑有決定性的影響。本研究中以 PIIN_09643 純化重組蛋白處理番茄葉

片後發現，番茄對 B. cinerea 的感病程度顯著提升 (圖十七 A、圖十七 B) 。

說明 PIIN_09643 的作用並不局限於小白菜與 P. indica 的模式，而是能廣泛做

用於不同種植物中的SA路徑。也因為SA路徑在植物演化的過程中極為保守，

我們推論這或許是 P. indica 宿主範圍極廣的原因之一。 

而綜合本研究中的結果以及以上的討論，PIIN_09643 與 PIIN_11103 能於

P. indica 共生時的早期被誘導表現，並且其蛋白產物在植物細胞中能被送往細

胞核發揮作用。而 PIIN_09643 與 PIIN_11103 也能藉由壓抑 SA 路徑指標基因

的表現以及提升 P. indica 在植物中的共生量。因此我們認為 PIIN_09643 與

PIIN_11103 很可能就是 P. indica 用以壓抑 SA 路徑，減弱植物早期防禦反應
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以促進共生之效應蛋白。並且因為抑制了 SA 的路徑，間接提升了 glutathione

氧化還原相關基因 DHAR5 與 GSTU 的表現量 (圖十八) 。 

 

第六節 未來展望 

在本研究中，我們嘗試以蛋白質大小與分泌性為挑選候選基因的重點，並

且結合過去其他研究團隊預測方式的優點，接著再以分析次細胞定位與共生

時的表現樣態做驗證，極有效率的縮小挑選範圍，使得後續對於複數個候選基

因之深入分析更加可行。由於 P. indica 是共生在植物根部的真菌，毛狀根的系

統也提供了候選基因對根組織影響的研究模式。另外，藉由農根菌可以快速而

穩定的將候選基因表達在生長快速的毛狀根系中，非常適合以此為樣本，快速

在基因層次上探索可能被候選基因影響的植物基因群。接著本研究也建立了

純化蛋白系統處理野生型小白菜，除了在蛋白層次上對基因層次的分析結果

做再驗證以外 (圖十六、圖十七) ，也多少去除了農根菌轉殖對植物內生基因

造成的變因與誤差。最後挑出了 PIIN_09643 與 PIIN_11103 兩個非常值得繼續

深入研究的基因。 

為了更深入探討 PIIN_09643 與 PIIN_11103 的功能，未來建議在阿拉伯芥

上建立穩定轉殖株以及在 P. indica 上建立 knockout line，除了可以更精確的分

析表型以外，還能藉由這兩種材料的共生實驗觀察是否在 SA 防禦相關基因表

現量與共生效率上是否有補償效果，藉此多方證實本研究中的結論。此外，為

了探討 PIIN_09643 與 PIIN_11103 在植物中的作用機制，未來亦可以 Yeast-two 

hybrid、CoIP 等蛋白質-蛋白質交互作用的實驗找出在植物中與效應蛋白交互

作用的對象。甚至可以與 ChIP 等蛋白質-DNA 交互作用的實驗探索效應蛋白

是否有直接調控植物基因表達的可能性。希望本研究的經驗在未來能幫助找

出更多 P. indica 效應蛋白，成為研究菌根菌與植物間共生機制的一份助力。 
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圖表 

表一、雙重扣減式 cDNA 基因庫定序 P. indica 與小白菜共生後特異表現之基因 

2 dai (day after inoculation)、4dai、7dai 代表以 P. indica 感染小白菜後 2、4、7 天，

共生根系的dscDNA為driver cDNA所建立之雙重扣減式 cDNA基因庫。Not mapped 

reads 為定序通量，contigs 為所組合出的 contig 數目。P. indica hits 為組合出的 contig

到 NCBI 資料庫中所提供之 blastn 服務進行分析。Hits 為 NCBI blastn 分析中 unhit

的序列到 JGI 資料庫中 P. indica 的資料庫所提供之 blastx 服務進行分析，分析為

alignment hit score>80，E-value<E-020，%identity>80%的結果，視為 P. indica 於共

生階段特異表現之基因。 
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表二、經 BaCelLo 與 Cell-PLoc 分析後所得十個候選基因與其特性 

欄一： P. indica 基因體資料庫中的基因編號。欄二：由 P. indica 基因組資料庫中

的 gene annotation。欄三：是否屬於 DELD 蛋白基因。欄四：於公開發表的微陣列

數據中，表現量是否能被共生所誘導。*符號表示肯定。 
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圖一、由生物資訊學方法自 P. indica 基因體中挑選候選效應蛋白基因 

參照方法第二章第五節 2.5.2，經由 SignalP、CELLO、BaCelLo 與 Cell Ploc 等生物

資訊平台提供的線上服務分析，自 P. indica 基因體中篩選出可能被送出真菌細胞、

並且運輸到植物核內的基因產物。 
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圖二、九個候選基因產物大小與功能性區段分布情形 

(A) 利用雙重扣減式基因表現標籤與前人文獻挑選之候選效應蛋白胺基酸構造示

意圖。(B) 利用雙重扣減式 cDNA 基因庫挑選之候選效應蛋白胺基酸構造示意圖

(C) 利用生物資訊方法挑選之候選效應蛋白胺基酸構造示意圖基因產物大小以長

度表示。SP 為 signal peptide; TM 為 transmembrane domain; LysM 為 lysine motif 

domain; Polysacc-DA 為 polysaccharide-deacetylase domain; Inh I9 為 inhibitor I9 

domain; THX 為 thioredoxin domain; PITH 為 Proteasome-Interacting Thioredoxin 

domain; Lam16A_ glucanase 為 Laminarinase 16A; BAF1_ABF1 為 BAF1 / ABF1 

chromatin reorganizing factor。 

  

(A) 
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圖三、候選基因於 P. indica 感染階段之表現樣態 

以 RT-PCR 檢測候選基因於感染階段的表現樣態。CK：未感染之小白菜，為 negtive 

control。 P. indica：液態培養之 P. indica 菌絲，代表 0 dai。2 dai、4 dai、7 dai：以

P. indica 感染三天大的小白菜、經感染 2、4、7 天後之小白菜根系採樣分析基因表

現。PiTEF1a (translation elongation factor 1a) 為 Internal control。 
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圖四、PIIN_05990、PIIN_09643、PIIN_11103 於 P. indica 感染階段之表現樣態 

以 q-PCR 檢測 (A) PIIN_05990、 (B) PIIN_09643、 (C) PIIN_11103 於感染階段的

表現樣態。PiTEF1a (translation elongation factor 1a)為 internal control。0 dai：液態

培養之 P. indica 菌絲。2 dai、4 dai、7 dai：以 P. indica 感染三天大的小白菜、經感

染 2、4、7 天後之小白菜根系採樣分析基因表現。PiTEF1a (translation elongation 

factor 1a) 為 Internal control。。N>40。*：p value<0.1；**：p value<0.00；***：p 

value<0.001。 
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圖五、PIIN_05990、PIIN_09643 與 PIIN_11103 蛋白之次細胞定位 

將 (C) PIIN_05990；(D) PIIN_09643；(E) PIIN_11103 接上綠螢光蛋白後轉入阿拉

伯芥之原生質體，並以 NLS-mCheery 做為細胞核之標定。(A)p2GWF7 為 empty 

vector，GFP 之 negtive control。(B)p2YGW7 為 free GFP 之 control。 
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圖六 PIIN_09643 與 PIIN_11103 候選基因核甘酸序列與胺基酸序列特性分析 

(A)PIIN_09643 詳細核酸序列與轉譯出之胺基酸序列，藍色區段為訊息序列；灰

色區段為 BAF1 相似區段；黃色區段為 DELD motif。(B) PIIN_11103 詳細核酸序

列與轉譯出之胺基酸序列，藍色區段為訊息序列。 
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圖七、PIIN_09643 與 PIIN_11103 過表現於小白菜毛狀根系之基因表現分析 

(A) 以RT-PCR檢測各個獨立毛狀根系中是否表現BaR基因與效應蛋白候選基因。

以 q-PCR 檢測  (B) PIIN_09643 OE-5 與 PIIN_09643 OE-8 轉殖毛狀根系中

PIIN_09643 之表現量； (C) PIIN_11103 OE-2 與 PIIN_11103 OE-5 轉殖毛狀根系中

PIIN_11103 之表現量。Actin 為 internal control。N.D：not detected。 
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圖八、PIIN_09643 與 PIIN_11103 過表現於小白菜毛狀根系之蛋白表現分析 

以 western blot 檢測各個獨立毛狀根系中是否表現候選效應蛋白。Anti-HA：取 15 

μg 蛋白質以一級抗體辨認重組蛋白上 HA tag 後進行 western blot 實驗之膠圖。CB：

取 15 μg 蛋白質跑 SDS-PAGE 後以 Coomassie blue G250 染色之膠圖。 
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圖九、生長素反應相關基因於候選基因過表達之毛狀根系中之基因表現分析 

以 q-PCR 檢測候選基因毛狀根系中 AUX1、RHD4、V-type ATPase 與 expansin A17

之基因表現量。Actin 為 internal control。 藍色方框：EV；紅色方框：PIIN_09643 

OE-5；綠色方框：PIIN_09643 OE-5 ；紫色方框：PIIN_11103 OE-4；青色方框：

PIIN_11103 OE-2。*：p value<0.1；**：p value<0.01；***：p value<0.001。 
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圖十、氧化還原狀態相關基因在候選基因毛狀根系中之基因表現分析 

以 q-PCR 檢測候選基因毛狀根系中 MDAR2、DHAR5 與 GSTU 之基因表現量。Actin

為 internal control。藍色方框：EV；紅色方框：PIIN_09643 OE-5；綠色方框：

PIIN_09643 OE-5 ；紫色方框：PIIN_11103 OE-4；青色方框：PIIN_11103 OE-2 。

*：p value<0.1；**：p value<0.01；***：p value<0.001。 
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圖十一、植物 PTI 反應防禦基因在候選基因毛狀根系中之基因表現分析 

以 q-PCR 檢測候選基因毛狀根系中 PR1 與 PDF1.2 之基因表現量。Actin 為 internal 

control。藍色方框：EV；紅色方框：PIIN_09643 OE-5；綠色方框：PIIN_09643 OE-

5 ；紫色方框：PIIN_11103 OE-4；青色方框：PIIN_11103 OE-2 。*：p value<0.1；

**：p value<0.01；***：p value<0.001。 
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圖十二、 P. indica 共生時 PTI 反應相關基因在毛狀根系中之基因表現分析 

以 q-PCR 檢測候選基因毛狀根系中 PR1 與 PDF1.2 之基因表現量。Actin 為 internal 

control。(A)接種 P. indica 三天後 PR1 之基因表現量； (B)接種 P. indica 三天後

PDF1.2 之基因表現量； (C)接種 P. indica 七天後 PR1 之基因表現量； (D)接種 P. 

indica 七天後 PDF1.2 之基因表現量。dai：days after inoculation。*：p value<0.1；

**：p value<0.01；***：p value<0.001。 
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圖十三、P. indica 於候選基因毛狀根系中的共生效率 

以 q-PCR 檢測 P. indica 在各個候選基因毛狀根系中的共生程度。 (A)接種 P. indica

三天； (B)接種 P. indica 七天。dai：days after inoculation。*：p value<0.1；**：p 

value<0.01；***：p value<0.001。 
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圖十四、候選基因純化蛋白系統的誘導純化 

攝氏 28 度下以 0.1M IPTG 誘導四或八小時後所誘導與純化之蛋白量。各組別均取

3μg 總蛋白跑 SDS-PAGE。Control：不進行誘導；Induction：進行誘導；Purification：

誘導後進行純化。MBP：半乳糖結合蛋白。 
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圖十五、半乳糖結合蛋白的切除 

將純化的候選基因重組蛋白以 factor-XA 處理，獲得候選基因基因產物。*：重組

蛋白。MBP：半乳糖結合蛋白。M：protrin marker；E：純化(elution)；D：factor-XA 

digested。 

  



doi:10.6342/NTU201600195

 

77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十六、候選基因重組蛋白對植物 PTI 反應防禦相關基因的影響 

3.4μM 候選基因蛋白處理小白菜 detecting leaf 兩小時後以 q-PCR 檢測(A)PR1、

(B)PDF1.2 的基因表現量。Actin 為 internal control。Ck：1/2MS；MBP：maltose 

binding protein。N=5。*：p value<0.1；**：p value<0.05；***：p value<0.01。 
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圖十七、候選基因 PIIN_09643 蛋白對於病原菌致病力的影響 

3.4μM 候選基因 PIIN_09643 蛋白處理番茄 detecting leaf 兩小時後接種 105/mL 

Botrytis cinerea 孢子 10μL，三天後測量病徵(cm) (A)表型；量化圖表。CK：1/2MS；

MBP：半乳糖結合蛋白。N=6。*：p value<0.1；**：p value<0.01；***：p value<0.001。 
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圖十八 PIIN_09643 與 PIIN_11103 於共生時可能扮演的角色與機制 
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附錄 

附表一、引子序列 

小白菜基因表現量檢測引子 

Actin FP 

Actin RP 

BaR FP2 

BaR RP2 

BcAUX1 qPCR F 

BcAUX1 qPCR R 

BcPIN3 qPCR F 

BcPIN3 qPCR R 

BcEXPA17 qPCR F 

BcEXPA17 qPCR R 

BcGSTU qPCR F 

BcGSTU qPCR R 

BcRHD4 qPCR F 

BcRHD4 qPCR R 

BcVATPase qPCR F 

BcVATPase qPCR F 

BcPR1 FP1 

BcPR1 RP1 

BcPDF1.2 FP1 

BcPDF1.2 RP1 

5’-CTTTGATACAGCGGTGACATCCG-3’ 

5’-GCAACATACATGGCAGG-3’ 

5’-ATCTCGGTGACGGGCAGGAC-3’ 

5’-GCACGGTCAACTTCCGTACCG-3’ 

5’-TTTGCTGGTGATGATGC-3’ 

5’-GCAACATACATGGCAGG-3’ 

5’-GCCATTGGCCTAGCGGTTCC-3’ 

5’-CGGGTAAGAACCCTGTTACAGGG-3’ 

5’-TTGGCCCAGAGCCATGGCC-3’ 

5GGCCCATTGGCTTACAAGAA--3’ 

5’-CGTTAAGAACCTATGCCCGAC-3’ 

5’-CTTGAACCGGTTTTGACCCG-3’ 

5’-CCCGGTCTAAGCAGCTTTGCGGC-3’ 

5’-CGCTAAGCTTTCGCAACCGGAAAGGC-3’ 

5’-GGGGTTTCGCTCCATTCATTC-3’ 

5’-GAACTTTACAAACCAAAGGAACAATGAG-3’ 

5’-GCAGACTCATACACTCTGGTGGG-3’ 

5’-TGGTTCCACCATTGTTACACCTC-3’ 

5’-GGCTAAGGTTGTTTCCATCATCACC-3’ 

5’-AAGTAGCAGATACACCTGTGATATGGGA-3’ 

製備雙重扣減式 cDNA 基因庫使用引子 

cDNA synthesis primer 

Adaptor 1 

 

PCR primer 1 

 

Nested PCR primer 1 

 

Adaptor 2R 

 

Nested PCR primer 2R 

5’-TTTTGTACAAGCTT30N1N-3’ 

5’-CTAATACGACTCACTATAGGGC 

TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3’ 

5’-TCGAGCGGCCGCCCGG 

GCAGGTACCTGCCCGGD-3’ 

5’-CTAATACGACTCACTATAGGG 

CAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’ 

5’-CTAATACGACTCACTATAGGG 

CAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’ 

5’-AGCGTGGTCGCGGCC 

GAGGTACCTCGGCCG-3’ 
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印度梨型孢真菌基因釣取及表現量檢測引子 

PItef1 150f 

PItef1 150r 

PIIN_07104 FP 

PIIN_07104 RP 

PIIN_04526 FP2 

PIIN_04526 RP3 

PIIN_02699 FP1 

PIIN_02699 RP1 

PIIN_02169 FP 

PIIN_02169 RP 

PIIN_03013 FP1 

PIIN_03013 RP1 

PIIN_05767 RP1 

PIIN_05767 FP1 

PIIN_05990 FP1 

PIIN_05990 RP1 

PIIN_09643 FP1 

PIIN_09643 RP1 

PIIN_11103 FP1 

PIIN_11103 RP1 

PIIN_11103 RP2 

PIIN_11103 RP3 

PIIN_05990 RP3 

5’-CATCGTCGCTGTCAACAAGATGG-3’ 

5’-CGACCGTCTTGGGGTTGTATCC-3’ 

5’-ACGCTGTAAACCTCCAAATCCCC-3’ 

5’-GTCGACATTGCTGCCTGTATTGCT-3’ 

5’-CATGACATACACCCAACCCCCCGA-3’ 

5’-GGCAAAGAAGCCAGCGAGGAGAGCAGAA-3’ 

5’-GCCCTCGTCAAGCACGCGCCTACTGG-3’ 

5’-GATACGGACGGCTTGGTTGAAAGGGATG-3’ 

5’-ATCCGTCAGTCATTTGAGCAGGG-3’ 

5’-GTCACCATAAGGTGGCCTCAAGAAC-3’ 

5’-CGTTTCAACCTTTGGAACGCCGTC-3’ 

5’-GGGAACCCGTTGCGGACACGGTT-3’ 

5’-ATAAGGGACAATGTTTCCGAATTCATCG-3’ 

5’-TGTCCGTGGCGAGTACATGATCCC-3’ 

5’-ATGGATAACTTCATCTCGATGGCTCAGA-3’ 

5’-TGTGTGCGTCCGTGACATGCGTC-3’ 

5’-ATGCGCTTCGCCTTCTTTGCTATACTC-3’ 

5’-ATCCAACTCGTCTATGCTTTGAACACTACG-3’ 

5’-ATGCGCTACTCCTTCATCGCCG-3’ 

5’-TCTGGGCACTGATGTGCTGGTCC-3’ 

5’-CTCTGCTCGGTCAATATGGTGGTCG-3’ 

5’-TCACTCTGCTCGGTCAATATGGTGG-3’ 

5’-CTACTTGGTGAACTGGGATGCCAT-3’ 
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附表二、檢索表 

 

Nia2 

PEG 

POD 

SOD  

CAT  

CAS  

MDA  

APX  

GR  

MDAR  

DHAR  

ISR  

PRR  

PAMP  

EF-Tu  

ROS  

PR protein  

PTI  

ETI  

MAPK  

FLS2  

LRR-RLK  

BRI1 

Nitrate reductase2 

Polyethylene glycol 

Peroxidase 

Superoxide dismutase 

Catalase 

Ca2+-sensing 

Malondialdehyde 

Ascorbate peroxidase 

Glutathione reductase 

Monodehydroascorbate reductase 

Dehydroascorbate reductase 

Induced systemic resistance 

Pattern recognition receptor 

Pathogen-associated molecular pattern 

Enlongation factor Tu 

Reactive oxygen specie 

Pathogenesis-related protein 

PAMP-triggered immunity 

Effector-triggered immunity 

Mitogen activated protein kinase 

FLAGELLIN-SENSING 2 

Leucine repeat receptor like kinase 

Brassinosteroid insensitive1  

Salicylic acid 

Mycorrhizal induced small secreted protein 7 

Secreted protein 7 

Kaefer 
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BAK 

LysM  

RLK 

CERK1 

NB-LRR 

JA 

SA 

MiSSP7 

SP7 

KF 

MBP 

 

 

  

Brassinosteroid insensitive1 (BRI1)-assocaiated 

Lysin motif 

Receptor like kinase  

Chitin elicitor receptor kinase 1 

Nucleotide binding leucine rich repeat 

Jasmonic acid 

Salicylic acid 

Mycorrhizal induced small secreted protein 7 

Secreted protein 7 

Kaefer 

Mannose binding protein 
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附錄圖一、雙重扣減式 cDNA 基因庫製備流程示意圖 
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附錄圖二、阿拉伯芥原生質體細胞次定位分析之載體構築 

(A)p2GWF7 質體。(B)p2YGW7 質體。透過 gateway system 利用 PCR8/GW/TOPO

載體上之 attL1 和 attL2 與含有綠色螢光蛋白(enhanced green fluorescent preotein，

EGFP)的(A)p2GWF7 質體上之 attR1、attR2 進行序列互換原理，將去掉中止子之

PIIN_05990、PIIN_09643、PIIN_11103 之開放閱讀框接入完成(C)35S::PIIN_05990-

EGFP 質體；(D)35S::PIIN_05990-EGFP 質體；(E)35S::PIIN_05990-EGFP 質體。可

以在原生質體中以 35S 啟動子驅動候選基因蛋白與 EGFP 的融合產物。 

  

p2GWF7,0

6670 bp

Egfp

ccdB

AmpR

p35S

T7

SP6

f1 ORI

T35S

attR1

attR2

Eco RI (1984)

Sma I (1117)

Xma I (1115)

Ava I (1115)

Ava I (3275)

BamHI (1531)

BamHI (2234)

Apa LI (1084)

Apa LI (4229)

Apa LI (5475)

Nco I (1683)

Nco I (3057)Nco I (3447)

Pst I (866)

Pst I (2460)

Pst I (6445)

35S mini (98.8%)

(A) 

p2YGW7,0

6666 bp

EYFP

ccdB

AmpR

p35S

T7

SP6

f1 ORI

T35S

attR1

attR2

Eco RI (1495)

Sma I (628)

Xma I (626)

Ava I (626)

Ava I (3503)

BamHI (1042)

BamHI (1745)

Apa LI (595)

Apa LI (4457)

Apa LI (5703)

Nco I (1194)

Nco I (3285)

Nco I (3675)

Pst I (7)

Pst I (377)

Pst I (2464)

Pst I (2688)

(B) 

(C) 

p2GWF7,0-PIIN 05990 destop

5566 bp

Egfp

PIIN 09643 destop

AmpR

p35S

T7

SP6

f1 ORI

T35S

attR1

attR2

AvaI (2171)

ApaLI (3125)

ApaLI (4371)

Nco I (1953)

Nco I (2343)

Pst I (1153)

Pst I (1356)

Pst I (5341)(C) 

p2GWF7,0-PIIN 09643 destop

5566 bp

Egfp

PIIN 09643 destop

AmpR

p35S

T7

SP6

f1 ORI

T35S

attR1

attR2

AvaI (2171)

ApaLI (3125)

ApaLI (4371)

Nco I (1953)

Nco I (2343)

Pst I (1153)

Pst I (1356)

Pst I (5341)

(D) 

p2GWF7,0-PIIN 11103 destop

5566 bp

Egfp

PIIN 09643 destop

AmpR

p35S

T7

SP6

f1 ORI

T35S

attR1

attR2

AvaI (2171)

ApaLI (3125)

ApaLI (4371)

Nco I (1953)

Nco I (2343)

Pst I (1153)

Pst I (1356)

Pst I (5341)(E) 
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附錄圖三、轉殖毛狀根系使用載體構築 

(A)pEarleyGate101 質體。透過 gateway system 利用 PCR8/GW/TOPO 質體上之 attL1

和 attL2 與(A)pEarleyGate101 上之 GATEWAY 序列進行序列互換原理，完成可以

在小白菜毛狀根系中以 35S 啟動子驅動(B)PIIN_09643-EYFP 和(C)PIIN_11103-

EYFP 融合蛋白產物之載體構築。 

  

pEarleyGate 101(C-YFP-HA)

12453 bp

LB

BaR

35S

GATEWAY

pFGC5941 GATEWAY CFPHA

RB

Kan

Nco I (3411)

Cla I (925)

Cla I (9369) BamHI (2860)

BamHI (3563)

BamHI (5150)

EcoRI (1318)

EcoRI (3110)

EcoRI (5119)

Sma I (3981)

Sma I (5148)

Sma I (5206)

BaR FP2 (100.0%)

BaR RP2 (100.0%)

YFP_RP(-100) for C-term (100.0%)

35S mini (98.8%)

(A) 

pEarleyGate 101-09643

11095 bp

LB

BaR

35S

pFGC5941 GATEWAY CFPHA

RB

Kan

PIIN 09643 de-stop codon

ClaI (925)

ClaI (8011)

EcoRI (1318)

EcoRI (3761)

SmaI (3790)

SmaI (3848)

Pst I (372)

Pst I (2717)

Pst I (3223)

Pst I (3770)

Pst I (4583)

seq YFP RPP1 (100.0%)

(B) 

pEarleyGate 101-11103

1 1 083 bp

LB

BaR

35S

pFGC5941 GATEWAY CFPHA

RB

Kan

PIIN 11103 de-stop codon

(C) 
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附錄圖四、以農根菌品系 A4 產生小白菜轉殖毛狀之流程示意圖 
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附錄圖五、檢測共生量時真菌接種之示意圖 
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附錄圖六、候選基因純化蛋白系統使用載體 

(A) pMALc5X 質體。以 EcoRI 切位將 PIIN_05990、PIIN_09643、PIIN_11103 基因

之開放閱讀框(open reading frame，ORF)全長片段接入 pMALc5X 上、IPTG 誘導的

Lac promoter 所驅動之半乳糖結合蛋白(MBP)與蛋白脢 factor-XA 切位之後，完成

能夠表現候選基因純化蛋白的載體 (B)pMALc5X-PIIN_05990； (C)pMALc5X-

PIIN_09643；(D)pMALc5X-PIIN_11103。 

  

pMAL-c5X ev

5677 bp

lacI

MBP

Factor Xa siteAmpR

rop

tac promoter

MCS

lacIq promoter

AmpR promoter

lac operator

ori

rrnB T1 terminator

rrnB T2 terminator

Ava I (2672)

BamHI (2729)

Eco RI (2735)

HindIII (2758)

Nco I (2703)

Pst I (2746)

Apa LI (412)

Apa LI (1242)

Apa LI (3203)

Apa LI (4366)

Apa LI (4866)

(A

) 

pMAL-c5X PIIN 05990

6346 bp

lacI

MBP

Factor Xa site

AmpR

rop

tac promoter

MCS

PIIN 05990

lacIq promoter

AmpR promoter

lac operator

ori

rrnB T1 terminator

rrnB T2 terminator AvaI (2672)

BamHI (2729)

Nco I (2703)

Pst I (3415)

EcoRI (2735)

EcoRI (3404)

HindIII (3275)

HindIII (3427)

ApaLI (412)

ApaLI (1242)

ApaLI (3872)

ApaLI (5035)

ApaLI (5535)

(B

) 

pMAL-c5X PIIN 09643

6046 bp

lacI

MBP

Factor Xa site

AmpR

rop

tac promoter

MCS

PIIN 09643

lacIq promoter

AmpR promoter

lac operatorori

rrnB T1 terminator

rrnB T2 terminator

Ava I (2672)

BamHI (2729)

HindIII (3127)

Nco I (2703)

Eco RI (2735)Eco RI (3104)

Pst I (2803)

Pst I (3115)

Apa LI (412)

Apa LI (1242)

Apa LI (3572)

Apa LI (4735)

Apa LI (5235)

(

C

pMAL-c5X PIIN 11103

6034 bp

lacI

MBP

Factor Xa site

AmpR

rop

tac promoter

MCS

PIIN 11103

lacIq promoter

AmpR promoter

lac operatorori

rrnB T1 terminator

rrnB T2 terminator Ava I (2672)

BamHI (2729)

HindIII (3115) Nco I (2703)

Pst I (3103)

Eco RI (2735)

Eco RI (3092)

Apa LI (412)

Apa LI (1242)

Apa LI (3560)

Apa LI (4723)

Apa LI (5223)

(

D
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附錄圖七、植物體中 antioxidant recycling 示意圖 

本圖為植物體中氧化還原物質與代謝酵素交互作用之示意圖，引用自 Noctor 等人

2013 的著作：Missing links in understanding redox signaling via thiol/disulfide 

modulation: how is glutathione oxidized in plants? Figure 1. 
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附錄圖八、植物體內防禦反應路徑示意圖 

本圖為植物防禦反應中各種植物激素路徑交互作用之簡單示意圖。修改自

ALESSANDRA DEVOTO, and JOHN G. TURNER Annals of Botany 2003;92:329-337. 

Figure 3。以紅色箭頭標示 SA 路徑與 JA 路徑調控的防禦反應途徑，PR1 為 SA 路

徑標誌基因，PDF1.2 為 JA 路徑標誌基因。  
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候選基因序列： 

以下以灰色表示 untranslated region 序列 (UTR)；紅色代表外顯子序列 

(exon); 黑色代表內含子序列 (intron)。 

 

PIIN_07104： 

5’GCTAGCGGAGAGCAACGGTTGCTTTGTTCCTCACCTTTGACCAAAACCCG

ACCTGTTTCGACATTTTCGTCGATCCTTTCTCTCTTTTCTCCAACACCTTCCTT

TCACCTTCACTCCTTCTCACTTTCCGGGAAAGTAGACATTCCTTTCGACCCTT

CAAACACCCTTGATCACTTCAATTTTCGACAAATTTCGCCCAAATGATCAAA

ATTTACGCCCTCGTGCTTTCAATTGCATCACTTGCATACTCTCTTCCAACACC

AGATGACCTCCTTGCGCCCATCAAGCGGGCAGTCGATATTCCTGGAGCACTT

GCGCCAAACCCACAGGCCTATGTTGTCGCTTTCAAGCCCAACACCGTAGATC

CTACTGGACGTGGAGAATGGCTCAATAATGTGCTCTCGACCAGAGGTCACC

GCCGACGTGACCTCTCCTCGTCCGACCTCAAGCTCAACTGGAACGAAACTGT

GTACAATGGCTTGGCTGGAACATTTAGTGACGCCGAGATACGTACGCTACG

AAGACAAAACGAAGTCAAGTATATCCAGCACGGTGCGTCGTAACGACGACG

CGAAGAGGGATAGCTAACACGTTTCTGTGACATAGATACATTACTCCATAC

CAATGAACTCGTCGTACAGACCAATGCTGTATGGGGAATCGCTCGCCTTTCG

TCTGGCGGGAACCCTATCCCTTTTGGCTCGGACCCCTCGACGTTTAGTTTCTC

CTACACTTTCGACAGCTCTGGTGGCAACGGCGTCGATATCTACGTCTTGGAT

ACAGGAGTCCGTGCTACACACCAGGACTTTGGCGGTCGAGTCAACTTTCTCC

AAACCTTTGGATCAGGAACGCCGGGCGTTGATGTAAACGGACGTACGTGCA

CATTATGGCACACCAATACATGCGTATCTGACCTTGTATAGATGGCAGCCAT

GTCTCTGGAACTGCAATCGGGTCGGTATTCGGCGTCGCAAAGAGCGCCACG

GTGCAAATGATCAAGTGCATGGCAGACGACGGGTCCGGATTCACTTCAGAC

ATTGTGTCTGCCATCAATCTTGCAGCCAACACTGCCGCAACCTCTGGTCGGC

CCTCTGTCGTGTCCATGTCGCTTGGTGGTCCAGCCAACGATGCCATTGACGA

CGCTGTGATCAACGCTGTAAACCTCCAAATCCCCTTTGTCGTCGCGGCTGGC

AATAACGGAGCGGATGCGTCAACGAGCTCGCCTGCGAGACTCGGTGGGTCT

GCTGGAAATCCGGGGGTGATTACGGTTGGCGCCACCACAATCGACGATACC

TTTGCCACCTTTAGCAATACAGGCAGCAATGTCGACGTCCTTGCACCTGGCC

AAGATATTCTCAGCTGTGGTATTACAGACGACGCGGCGGTCAAGAACCTCT

CAGGGACGAGCATGTCAACGTATGTGCTCCGAATTCTCCTTTTTCATGCTAA

TCTTGTTCGCAGGCCTCATGTCGCTGGTCTGGCTGCGCTCATCATGGGATTG

GAAGGCAAGATCAGCCCGACCGCGCTCAAGCAGAAAATTATCGCTCAAAGC
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GCACTCGGTGTCATAAGTGGACTCCCAGTGACTACTGTGAACACGTTGGCG

AACAACGGAGCCACCGTGGTCTAGGGACGTGTTCCTCAGGGAGGTATGCAG

GGTATCTATTGGGTGTGTTACAAGTTTTTTTATCCTTTACTATTTCAATATAC

TTCTTTCCCGTTCAGTTAGCATCACATGAACTAGCCTCACAGGGAATGTCGG

ACGACCTCTTGCAGACGGATCAGAGCCCTGTCCGCATTTCGCTCACTCTAAT

AGGATTAACTTGCTAG3’ 

 

PIIN_04526： 

5’GGGGTGGGAGTAGCCAAGCTCGCCGAGCCTGTGCGGCCTGCACTGACTTG

TACTTGGCCAATTGCCCCGTCACATTGCTTATAAGGAGGTTTTTTTCCCCCG

AAGTCAAAGGTTGCTCTCTACCTTTTCTTTCCCTTTTGTCGTCGGCGACAGTC

CAATAGGCCGTTTTTCCCCGCCTTGTTCTCTCTCTCTCAACCAATATGCTCAC

GCTCCTCGCGACCGCCCTCGTCTCCTCTACCGCCGTCCTTGCCCAAGGCGGC

GCGTTTACCCCGCTCGCATCTCAGAGCTTTACGTACACTGCACTCCCTTACC

AGGCCGACCCAAACACGGGTGAGCGTGGCCACCAGTACGGCTACAACATTT

GCAACTCGACGGTGGGCATATTACCTACATATTTTCTAAAAGTATAGCTCAT

TCTCTATTAGACTCAGGGCCAAGAATCACTCTGCCAGACGGCCATTATCAAC

AGCATTGACGACTTTTGCCTTTGGGGTCCCCCCGAGCCCAACAGCTTGATCG

GTGACACTGAAGGTGAAGCCGTTGCTTGGTGCACAAAAGGAGGTCACGGAA

CTCGTGTCATTCCCGAGGGTGCCCTCACCGGTGTCCAGTTTATGCGCACACC

AGATTACATCCAAGGTCCGCACCCAACCCTAAATCCTAGGCGTGTACTAAC

AACAAAAATATAGTCACTGGTCATATTAGACAAGAGCGTATCAACATTGCT

GCCGACGACTCTGGAGGAGAGATGGATCCCCACGGTGCCGACCAACGTGGC

AACCCCCTCGGTGGCTTGCTCTTCTCCAACGCCTGGGGTGGAGGATACGTCC

AAGCTATCGAATGGCACAATTTCATGGGTGGTGGCGTCTTCTGTCTCAAGGC

CTGCGACCCCAGGGGCCCCAACGCTGCTCGGTACGTCTCCTCCTACCATCTA

CATCCTTTTCTAACCCTTAAAAAGCTTCTGCGAACATATCTTTGATAGAATT

GGATGCGCATACAACGCCCCAGCTGCGTACGAGGACGGTGTGTTCGAATCC

TGCCTCGGCGAGAACCAAGACTTCCCGGGTTTGTCTCTCCATGCTTTGTAAA

AAAAATAGGATGATACTGACGAACAAATCAGGTATCTATACCTCGAATGGC

GTCGTCATGACATACACCCAACCCCCCGAGTCGCTTGGTCCCATTAGCGTCC

GCCCATATGAGCCACGCATTCCGGCAAGCTCTTCGTGCACACCCTACACGA

GCTCTGCACTCTACACAGACGCACCACCAGCCACTGGTGCCGCCGCCTCGTC

TTCGTCCACGACGAGCCGTGCCTCGACCTCGACTCCACGCAGCACCGCGAC

GCGTTCGACGACGGGTACTAGCGCAAGTGCTACGTCGACTCCAGGTGCTGG

ATTCGTTGGTGCATCTGTCAGCCTTTCTGCTCTCCTCGCTGGCTTCTTTGCCT

TTGCCGTCGCGCTCTGAGATGCCCCGCCCCTTCTTTGTTTGGTGATGATGGA
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CTTGGTTTAGTTGACTGAATACCTACTTATTCCACTCGTTTGCTCCCTCCCAA

AATATACACGTTTATTCTATGTTGGTGTCTGTAAATCAAAGGACTTGACCCT

GAGCATCTCGACGGACATATGCGCCCAATGAAATATGTAGAGGCAACCATG

GATAATATG3’ 

 

PIIN_02699： 

5’CTGTTCTGGTTCCTCCTCGTCCTCTTGCCTTCGAACGCGAGGTTGTCGTTTT

CCCCCGTCGTCGAAATCCGAATCTGCATCATCCTCGGATTCAGCATCTACTT

TAACTTTTTCTGGGACCTCTTGTCCACTGAGATCAAGTCCAAGCGCGGCCAT

GGTTGGAAACAAGCGGCGCCCTTTGTTTGTCTCTCTCCACCATCATGTCGCT

CGTCCGCCACGCAGAAAGTGCCCAAGCGTTGGAACAACTGCTCACATCCAA

GGCATCTGGTCTGGTTGTCATCGACTTTCATGCCGTCTGGTGCGCGCCTTGC

CACGCAATCAGCCCTGTGGTAGACGCTTTCTCGAAATCGGTACATTTGGGCT

CCATTCAACCTTGCGATTCTAACGTGGCTGCTACAGTACCCTCAGGTCACAT

TTGTCAAAGTAGACACGGATAAACTTCAGGATGTTGCGCAGAAATATACAA

TTAAAGGTCAGTGTCTGACAAATATGTGGATCTCTTCTAATCGGGTCCCAAA

TATCCAGCTATGCCTACGTTTCTGTTCATCAAGAATAAAGCGGTCGTCGAAA

CGATTCGGGGAGCAGACCAGGAGGGACTTCGTGCTGCCCTCGTCAAGCACG

CGCCTACTGGGCAAGCCTCTACTTCTGGCTCTTCCGACTCTGACGTGTGTTG

TGTCCAAAACCTTTGTCGGATTACATCTGATTCATATCTATAGATCTCACTCT

TGGAGTTTATCGACCGTTCACAAGTAAACTGCCTCAACGAATCAAGTAGTC

ATACCCTCAAATCTATCCTTACTGGGCACTCCAGGAACACCTCTGCAGCTTA

CTTGGAGAGCGATACAGACGAGCAACTGCTGCTGAACATCCCTGTGCGTTC

ATGATCTCATTCGCCGCTGTAACTAAAACCGATAGTTCAACCAAGCCGTCCG

TATCAAAGGAATATCTATAAAGACAGAGGAGAGTTCTCATGCACCAAAGCT

CATCAAACTCGTTGTGAATAATCCCAACCTTGGCTTTGAGAACGTGCAAGAC

GCGGTCGAACCTCAAGTGGCCCAGGTGATCGAGCTAGACGAAGCTGCAACG

TCTGAAGGAAAGATGATCCCCTTGAGATTTGTCCGGTTCCAATCTGTCCTCA

GTCTCGGGGTCAGTACCATCTATCCATCTACATTTGTCAACATTACTAATAA

GGGACAGATATTTGTATCGTCAAATCAAGGAGGCGAGGATGAAACACGTAT

AAATTCCATTGATATATTCGGACTACCGGGACAGTGAGTGTAATGTTGGGGT

TGTAAGAGAGTGTTAACGGAAGAGATAGGACGAGTCGCGTTTCGGAACTAC

GACCACGAGAAGATCACTAGCCTAAGATAGTGGGTACCATAGCATGTATCG

CTTGCGCTCCTCTTCGGTCCCCTCGAACCGGAAATAGATCCTTTTCAGGTCTT

TGAATCCTTCCGCCCTGGCCGGCTCTTCGAATCGACCCTGAATATCTTTAAA

GTCTTTACAAGGGATCAACTTTGAATCTCCCTGAGATAGCGTGAGTGAGATG

ATGTGGTGAGCC3’ 
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PIIN_02169： 

5’GTCCCCCACTACTGAGGCGAGTTGACTGAATGCCGGTCAGGGACCTTCCG

CTCCGAGCGAAGACCACACCTGTCCGGCACCTGGACCAAACAACGCCAGAG

CTTTGGTCTTCCCCACGTCGTCTATATATCAGACGGCTTCCACTCTTTCTTGT

TCTTCTCTCCTTTCCCTCTCTACGCTCCCTCTAATATCCGCCAACCATGTTCC

CCGCCTCGTTTGTCGCCTTTGTCGCTGCTGCCCTCGTTGTACGCGCTGCTCCG

CTCGAGAAAAAGGGTCTCGCACAGGTCATAAGCAACTGTAATCACGACTTT

GCGTATACTTGGTCTGTCTCCGTCTGTCTTTAATTAGCCCGTTGTTGACCTTC

TGCAGGGACGATGTGAGTTCGACTTCTGACGTTCAGTCCGCCCTAACTAGTA

CTTTTTTTTGTTGCAAATTTATAGGGACCATACAGTAAGTAAATAAATAAAT

CGTATCTCTAAGAATATTGACTGATTCCCCTCCAGCCGCCCATCGTGACATT

AACAGTGCCTTTAACCGAAACAACGGAAAGACTACCTTTTTTATGAATGGC

GACAACTGGTCGTGCATCTACAACGAAGATAATGTCCAAGCCATCCGTCAG

TCATTTGAGCAGGGACACATGCTCGCCTCGCACACCGTTAGCCTCCTTCCTC

TTTACAACATTCAGTCCAGCTAACATAGAACAGTGGTCACATGCCCACCTCA

CCCAACTCAGTGATGCCCAAATTGACTACGAGATCCAGCGCCTCGACGAAG

CCTTTGTCAAGATTGTGGGTGTCATTCCAAAGTTCTTGAGGTAACTACAAAA

ATTTACCACTAAATCTCTTACTAAACCAACATTTTAGGCCACCTTATGGTGA

CATCGACGAGCGGACCGCGTCGTACATCCAGCAAAAGCACGGCAAGACCAT

TGTCCTCTGGTCAGACGATTCTGGAGACTCGACCGGCGGCTCAACCCAGCA

GTCAATCAATTTCTATAATACATTTGCGAATGAGAACCCCAAGCGTCCTCAT

ATGGCGCTCTCACATGAGACTGAGCCATCGGGTTACAACGCCATGTACTCG

GGTACCGTCGACAACTTGGCCAGCCACGGCGTCCAACTCGTTACGGTAGCT

CAATGCCTCGATACTGATGCGTATATCTATGTTGGCGGATACCAGCAGCGTG

ACTCGTCCTGGTACTGCGGTGGTTCATGGACACCGTCACCTGGTGGAGGAA

CGTGTGTGCAAACATACACTTCCAAGGTCGGTGATACATGCGCAAGCATTG

AAAGCCAGTTTGGCCTTCCATCCGGCTCGATCTTAGCAGCCAACTCTTTCTT

GAACTGCAACGATATCTGTAAGCCTCTTCCTTGCTCTCCATCAGTTCATCCT

AGCTGACCTGTGCCAGGGGTGAACACGCCAATCTGCATTCCTCGAGGAGGC

ACGACGACAACTCGAACTTCGACCACGAGCCCCTCAACTACTCGAACTAGC

ACGAGCTCGACGCCTGCGCCGACCTGCGTTCAGACGTACACCTCCAAGGCC

GGTGACACATGTGCGAGCATCGAGGGTCAGTTCGGCCTCCAGTCTGGCTCA

ATCTTGGCTGCCAACTCGTTCTTGAACTGCCAAGATATTTGTACGTCTATTC

ATGTTCATGGTTTCCGAAAACGATGCTCATTCTTCGCTAGGGGTGAACACGC

CAATTTGTATCCCTCCCGGAGGCTCAACGACGACCCGTACTACTACGACGCC

TACAAGCACCAGCACCAGTGGACCTGCACCGACCTGCGTCTCTACGTACAC
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TGCCGTCGCCGGTGATACCTGCGCGAAGATTGAGTACAACTATGAGCTACC

GGCAGGCTCGATCCAAGCTGCTAACCCATCTTGGCTCAATTGTGCGGATATC

TGTATGTGTTTACTCATTAAAACTGCACGCATTTTGACCCTCTGTAGGGGCT

TACACGCCAATCTGCATTCCTCCTGGCGGATCGGGATGCACCCTCAAGATCT

CTACGGCTTCGACTGACAGGACTTGTGCAGCTGTGGCTTCTCGCTATGGAAC

CACGGCCGCTCTGATTCAAGCCTGGTAAGTCTCTCGCGGGTTTGATTCCGAC

TTTGCTCATCTGCTTGCAGGAATCCAAGCTGGCTCAACTGCAATGATGTGTG

GCCCAACACCCCGCTTTGTGTGAGACACTAATCGCTACCTGCCATTCGTGAC

TCTTTATGGACACTTTTCTTGCTTCTTGCCAAACTCCAAAGAGACGCCTCACT

TATTCAATTCAACCAATGCTCCAAACCAACCCCTACGAGAGGCCAAAATGC

TCTCTCTTCCACTCGTCCTATCCGGACACGCCACTCATTTAATCTACTACTCG

AACTGAACCATATGATCCTATA3’ 

 

PIIN_03013： 

5’GCTTTACCCAAAGTAAATTCCCTGATAAATATAAATCCAAGGCAGTGCTT

GAGGGGCCCTCGCCGTGCCAAAGCCGGTCCCAGAGCTGACCGACTGTCATA

AATCGCTTATAACCCAGACTTGGACTCTGCGAGCTCCTTCCGCTCCCTTTGA

CCTTTACTACTCTACAGTTTCCTACGACTAGCAATTCCTCTTTCAGCATGTCT

TTTCATCTTCGACTCGCCGCAACCGCACTTTTGGGCCTCCTTCCGCTCACAA

ACGCCGCCTACAATCTCGCCAGAGAGTATAAAGGGCAAAATTTCTTCTCTGC

ATGGGATTATTATGGAAAATATGACAATTTGACAAATGGTCCGTCGCCTGG

CTTCCCGCTATTTTTGGCCCACGGGCGCTCACCCATTCGCAGGCGACGTTAT

TTGGGTGAACCAATCGGTCGCCGTCAGCAACCCTCAGCTCACCTACATCAAC

TCTGCGGGGAATGCAATTATCAAAGTCGATGATACGACGACAGTACCCTAC

AACGAAAAGCGCAACTCTGTCCGCTTGACCTCGCTCGACAAATTCAACCTC

GGGACCGTCATGGTTTTCGACGCTCTCCATGTTCCTTATGGATGCTCAGTTT

GGGGTGCTCTCTGGAGTCAAGGAATCAATTGGCCGGCTGGGTTAGTCCCCC

GAAACCACGATTAATAGTGCTTCTGAACTGACTCCGTTCTTTCTAGGGGTGT

AAGTGCTGCGTGCTGGTGATTGCCGCATGATACGATTACTGACTGTCCCGGT

ATGGAATAGGAAATCGACATCTTTGAAGGCACGTTATTTCTAGCCTTATTCA

CCACGTCACTTACCCATTCCTTTAGCCGTAAATCTCATGACCGCAAATCAGA

TGGCTCTACATACCGAATCGGGCTGTGCACAGGCTGACGGTGTGACCCAGA

CGGGGATTACCCAGGTGAGTCGGGATGCGTCTAGGCCGATGGAAAAAAGTG

TTCTCAAACCAGTCCCATCCAGGTTAAGAACTGTGACAATAACGGTAGTAA

TGGTGCCGGCTGCACGGTTCTCGATGCCAACACCAATTCGTATGGAGAACC

GTTTGCGGCGGCTGGTGGCGGCGTGTGGGTCACCGAATTTGCCAAGACTGG

GATCAACATCTGGTTCTTCAGCCGTGCTAATGTCCCTGCTTCGCTCTCTACTG
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ACACCATTGACGTTTCAACCTTTGGAACGCCGTCTGCCAGCTACCCTGCCTC

GTCTTGCGACCCAGCCAGTACGTATTCGACCTTTTTAAAATATCTAACAGCG

CTCATCTCCCTTGCAATAGAATACTTTAGTGAGCAGCAAATCGTCATCGATA

TTACCCTATGCGGTGATTGGAGTGGTGTAAAGAGTGTGTTGGAGTCGACTTG

CCCTGCCCTCAACGGTACCAACACATGCTATACGACCTACGTCTTGGATCCC

AAAAACTACGTCAACGCTTACTTTGAGCTGGCGTCAGTCAAGATCTTTGCCT

CTGATCCCTCGGCCGTCGTCACCGCTGCCGGTGTGACACAAACCGTGTCCGC

AACGGGTTCCCCACACCCAAACGCTGCCTCTGGCATGGGCCCGACGGGGGC

GGTCGCGTTTGGCGCTTTTGCGCTTACCGCGATGCTCGGCCTGGTTCTGCAG

TTTTAAGACGGTGTTTTCACGGACCAGACTCGGTTTTCAATAGTTCCTGCAT

AGATATGATATGTCGCTCTAGTCCTGTTCCTTAGCTAGTCCCGATGGACGCC

ATTCATTGATCTAGTGTTCCCATCTGATATTGAGACCTTGTTAGACTTTAGA

AATCGTGATATTGGCAGGCACTGACGCAGGAACGCAGTGTTGCACATTAT3’ 

 

PIIN_05767： 

5’TTTGAACCCGCCCACAACACTCGTTTTTCTACCAGGTCCCCCGGAGGATCG

ATTCTCTTTCTTTTTTCCCAAACCCATCTTTCAAGTGCTACTCATCGCTCAGG

CCAGCAGGACCAGCCTCTAGTTTTCTGCTCTTTTTCAGCAAAAATCCCTTCTC

TTCCAATCGATATCATCACTCTATCACTCTCTTTGAACCGAAAATGATGTTC

AAGACTGTCTTCTTTGCTATTGCTGCCGCCCTTGTTGGCTCCGTCACCGCTCT

CCCGACCCCAGACAGGGAAGTCCGCTTTGCCGTTCGGTGTGTATTCTTTCCT

CGAGTGTTACGGTCATACTGACTTGTGTAGGGATGTCCAAGTCATGTTCGTC

GTTACCACTTCCTCAAGGCCGAGTTACTGACCTTTATTTAGTGGCGTTCGCT

CCATCCCCGTCCAAGCTCCTGAACTGATGTGAGTCTCTTGACTTTCATGGTA

TGTCATATAACTCATCTTTGCCTAGTGTCCGTGGCGAGTCAGTATTACGTTCT

TCCAAACGCGACAACTTTGCTCATGTAATATAGGTACATGATCCCCGTCGAG

AAGCGACAGATCCCAGAAGAGGTTCCAGTTCGAGCCACCAATGGTCAAATC

ACGGCTATCAAGCGTCAGACCGCAGAGGAGGATCCCGTTACCACCGAGTAT

GTCCAACTCTTGATTGAATATCATCAATCTAACGCGTTGTGCAGTAATAATG

GCAACGTGATTCCGTACGTCAAGCGTGAGCCTCAAGGAAACATCCCCGCCG

AAATTGCCGTTACCACCGAGTATGTCGCTCTTGATGCTTGAAAGAATATGCA

CGCTAACATTATGTAGCGGTTCGGGTAACATTATCCCATACGGCAAGGTCA

AGCGTGAGGCAGAGCCCCAAAAGTTTATCCCTCTCGAACTCGCTGTGAGGA

CCGAGTAAGCGTTCGAAAATGACATCCATGGGTAATCTCTAACATCCTCTAG

TGAATTCGGAAACATTGTCCCTTATTAGACGCATTCGTTTTCGTTGCCTCAC

ACTGCTCAGCGGGGCTGATGGTGTGTTTCTATCGTGTTTTTGCTGAAATCTG

CGTAGTACTTTAAGACTCCCTACCGCTCCGCTTCTTTCTTTCCTTAGCACATT
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GTAGCTAGCCCCACTTATTCACTCGTTGGGCGGGCACATATCGTGAGGAGTA

AAGATTAGACAAAGGCCTT3’ 

 

PIIN_05990： 

5’CTCAAAGTGAATGGTTCGAGTGAGCCGATCGGCGAGTCGGCAGGTCCACA

AGGAGATGTATAAAAATAGCTATCGAATATTTATAATCTCTTTATTTTATCC

AAGGCACATACCAAAACAGACATTCTCCGTACATTTAGCCACGGCGTAATG

GACCTGCCGCAACTTGGAACTTGACCTTTATCTACCGGCTGATTACCATGGT

TAGTACAAGGATCATGACGACCTCGAGCTCATGATATCTCTTAGGATAACTT

CATCTCGATGGCTCAGAAAGGCTACGCCGCCTACACCGCATCCCAAGGCCA

TCAGACTCCACAGACGGAGCAGTATCAAGGAGATCAGAGCCAGCAACAAA

GCCAAGGAACCCTTCCAGGCATGTCTACTTCTCCGCACAAAGATTCCTCTAA

CACGCTTCAGTCGACCACCACCAAGCAACACAGATCGCAAACAGCTCATCG

GGAAGCTCAGGAAACAGCGAATTGTTCTCTCAAGCAATGGCATTCTTAAGC

GGCGTACGTATTCTCTCTTCCATTCCGTTGCGCTGACGTCGTTTTCAAGGGA

ACTCACTCGACACCAGTCAACGAGACGCATGTCACGGACGCACACAAAGAG

GTCTATGACAAAGGAAACGGCTCCAATGTCGATGCATCGTCCATCGGGAGT

GCTGCGGCGCTTCAAGTCCTCAAATCATTCATGTCCTCGCAAGGCAACAACA

GCGACGGCAGTACCGCACATTCTGGAGGAGATTTCCAGACGAAGATGATAG

GAATGGCAATGTCAGAGGCTGCGACCATGTTTGACAAGACTGGCAATTCGG

GGGACAAGCAAGACGCCGTCAACGGTGCGGCTGCGACCATGTTCAAGCTTT

TAGTGCAATCCAAGTTGAGCGGAAGTGGCCAAGGAAGCGACCTTACGAGCC

TTATGGGTGGCAGCAATAGCGGCGGGTTGGGCCAGCTTTTGAACATGGTGA

GCAGCCACGAGTGGTCAGAGCCCTTTGAAACTGACACCCCAACAGGCATCC

CAGTTCACCAAGTAGATAGTCAGTAGCAGTGTGAAATGCGAATGATCATCT

ATTTATGGCATGGAGAAAATGAGCCAGTCCCTATCTGTCCCCAGTGGATAG

ACATATTCACTGAGAAGAAATGCGGCGAATGCTTTGAGCATCCACGCAGAG

AGCACGACAAAGGCCGCTGCTGCCGGATTATCATCGAGTATGACTGTGCTG

AAAGTTAAGGC3’ 

 

PIIN_09643： 

5’CTTGCAACGTATTTCCCATAGATTGTAATCATTCCAATGCCAGAGCTCGGA

TGATACAAGTCTATTGACTCTCGAAAGGTATAAATGGCCTCTCCTTGCCGTC

GAAACTCTCCTCAGACTGGTTCTCCTTCTGTGCTTTCACCCTTTATTTGCACT

TTCTTCCTTTTCTTCTCCTTTCCTCTCTTCGCGACTTGTTGATCATGCGCTTCG

CCTTCTTTGCTATACTCTTTGCATCGGCTGCTCTCTGGGGATCTGCAGCTCCA

ATTCCAGAGTACGCTCAGACACGATGCGGTTACATGGTTACTCAACTATATT
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CTTCTTTCCTCTTCAGCCCTAGCTTAACCCGCGCCCAGCTTCATGCCCATCAC

CAAAGCCAGGCTGACCACCATCTGGCCCAGGCAGAGCACCACCTTCATCAT

GCAGAGACACATTCTAATCATGCGGAGGCTGCACACCAGAGGTCTGTCCAC

AAATTAGACTATGAAATATCGTGCACTGACAATGAGACAGTGGTAACCACC

AAGCTGCTGCGACGCACGAGGGCCAATACCGTCACCATATGGCACAAGTGG

ATTATCATACCGCTCAACACCAAAGCCACCAAGCTAAGGCCGACCAACTTG

CTCAGCGTCGTAGTGTTCAAAGCATAGACGAGTTGGATTAGAGGATGTACT

TTATTTTATAATCAATTCACGCGTGAAACGATTCTACTCAACTGCGAATGGT

GCTGCACCGTGACTTGCCGCATTGGTGACCATGAACCATGATCCAGTAGAA

AGGTTGTTGCAGTAATCGTTGTTAGATATCCACGTCAATGCGATTCGCAACG

AGATGTACACGACAAGGAGTCATTAGCATGGGCAC 

 

PIIN_11103： 

5’ACCCCTTGAATATTACGACCTAAAGTCCGAAATGATTCATAAATGGTCAG

ACGCGTCTCTGCGCCTTTAAAAGAGGGCCTCCGTTGGGACCAAAAAACCTC

AGACTGGTTCTCTTTTCTTTTCTTTTCTTCTTCTTTCAGCACTTTTTCTTCGCA

AAGTTCATTTTTTCCCTTTTCAAATATTTCTACCTTTTTCACATCATGCGCTA

CTCCTTCATCGCCGCTGTTCTCTCCACCGCTGCTCTCCTCGTCTCCGCCGCTC

CTATCGAGCTGTAAGCACATAATCTCCTGCTATGACGTCAGCTTATAATATG

TTATAGTGACGGGACCCACATGAACAGTCTCAAGGCTCGACACAATCCCCC

ACCGTCTCACACGCGGGCATTCCTCCATGCCGAGGCCAAGCACGACGAACA

TGCCGGTAAAGCCGAGTGGCATAGTAACAAGGCGGACCAGCACATCAGTGC

CCAGAGGTCTGCTATGGACAGAGCTGCGACCCGCCCCAATTCTGTTAAACA

CTACAACCAGTTGATGCAAGAGGCCGTGCATCACGGTAGACAGGCCGACCA

CCATATTGACCGAGCAGAGTGAGTCCTTTATCAGTTGTTTCCACCCAAATTC

TGACCATCCAAAGTCATCATTCGAGGAAGGCCGCTGAA3’ 
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