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 چکیده

  ی بررس  و   ییشناسا.  کنندیم   فایا  زبان یم  اهیگ  و   مارگریب  یها قارچ  انیم  برهمکنشدر    ینقش مهم   رگرییتغ  یهانیپروتئ

ارقام    دیتول   یبرا  ینژادبه  یبردهاراه  نییتع  و   برهمکنش  ،ییزای ماریبوکار    درک ساز  یبرا  رگرییتغ  یهانیپروتئ  عملکرد

 عامل   نیترگسترده  و   نیاز مخربتر  یکی  Ascochyta rabieiاز قارچ    یناش  یزدگبرق  یماریب.  مهم است  اریبس  مقاوم  

و    ی ژنوم  یهادادهقارچ بر اساس    ن یا  در  رگرییتغ  یهاژن   ییشناسا.    است مناطق    شتریب  در   نخوددر زراعت    زا خسارت 

  مورد  نخود اهیگ یاصلاح یهابرنامه شبردیپ  در  تواندیم  مختلف یرشد طیشرا  طیدر شرا  A. rabiei قارچ  یهاژن یانیب

آنها توانسته است    یریو نحوه القاءپذ  رگرییتغ  یهانیپروتئ  ی عموم  یهاشاخص   یبا بررس  حاضر  مطالعه.  ردیگ  قرار   توجه

و حضور آن    دینما  ییشناسارا    A. rabieiقارچ    ییزایمار ی در ب  یرگرییتغنامزد کارکرد    ن یپروتئ  رمزگذار   gsh303  ژن

  ی و توال  دینما  دییتا  یشگاه یآزما  ط یشرادر    افتهی  رشد  A. rabiei( قارچ  PVIو    PI،  PIII)  مختلف  پی پاتوت  ژنوم  در را  

از قارچ    PVIو    PI،  PIII  یهاپی پاتوترشد   ط یژن در شرا  نیا  ان یب  زی. در سطح ترانوشت ن دهدقرار   سهیها مورد مقاآن

A. rabiei  مقاومنخود    یهانی برهمکنش با لا  طیدر شرا  نیکشت و همچن  طیمح  در  (MCC133)    و حساس(ILC1929)  

  قارچ مربوط به    ب یبه ترت  abctو   argapdh  یاتیح  یهاژن  قرار گرفت.  ی بررس  مورد   یزن هیساعت پس از ما  96در زمان  

A. rabiei ژن  ترانوشتنشان داد  جینتا  نیادر نظر گرفته شد.  مرجعنخود به عنوان  اهیو گgsh303 رشد در   طیدر شرا

  نیانتظار داشت پروتئ  توانیم  مجموع  در.  شد  یابیرد  اهیبرهمکنش با گ  طیدر شرا  ینبود ول  یابیرد  قابلکشت    طیمح

  ک یعنوان    به .  کند  عمل  رگرییتغ  کیشکل    به   اهیگ  یقارچ رو   یی زایماری ب  طیشرا  در  ژن  نیا  توسط   شده یرمزگذار

 . ردیگ قرار  یبررس مورد یل یتکم مطالعات   در دیبا نی پروتئ نیا یرگرییتغ  نقش ،نامزد
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 مقدمه 

مواد    و  درات یکربوه  بر،یف  ، نیپروتئ  از  یغنمنبع    حبوبات

حبوبات با دارا    ،یی. جدا از ارزش غذاندیآ  یم  شمار  به   یمعدن

اتمسفر،   تروژنین   یستیز  تی تثبمنحصر به فرد در    ییبودن توانا

افزا به  م  یزیخحاصل  شیمنجر   & Kim)  شوندیخاک 

Chen, 2019)  .یی تایآسکوک   تی بلا  ای  یزدگبرق  یماریب  

  Ascochyta( که توسط قارچ  Ascochyta blight)  نخود

rabiei  (Pass.) Labr.    اکنون(Phoma rabiei (Pass.) 

Khune ex Gruyter )  عوامل   از  یکی  شود،یم  جاد یا  

به و  یاصل  کننده   محدود در فصول سرد    ژه یکشت حبوبات 

شد افت  باعث  و  بوده  ا  دی سال    شود یم  اه یگ  نیعملکرد 

(Taylor & Ford, 2007, Kim & Chen, 2019)  . قارچ  

  شده   زبان یم  یهابوده و باعث مرگ سلول  1پرور مرده مذکور  

  به   را   ی توجه  قابل   خسارات  و   کند یم  رشد  مرده   بافت   در   و

-تلاش.  (Singh et al., 2022)  کندیم  وارد   نخود   محصول

 استفاده   با  نخود  مقاوم  ارقام  یکیژنت  ینژادبه   ی برا  یادیز  یاه

 یزدگبرق  یماریب  به  مقاومت  جادیا  یبرا  یکمّ  یهاگاه یجا  از

 .  (Kumar et al., 2018)انجام شده است 

  از   ی اریبس  زبان، یم  اهانیگ  در  ییزای ماریب  فرآیند   در

  جمله   از  یمتنوع  کوچک  یهامولکول   یقارچ  یمارگرهایب

. کنندیم  ترشح   و  دی تول  را  یاهیثانو  یهانیپروتئ   ای  هات یمتابول

  ی الگوها  تواند یم  اه یگ  یمنیا  ی سامانه  معمول  طور   ه ب

-پاسخ  و  داده   صیتشخ  را  ها  زسازواره یر  با  مرتبط  یمولکول

  2مارگر یب از ییها  نیپروتئ  ن یب  نیا در. کندرا القا  یدفاع یها

  از کرده و    مداخله   زبانیم  مختلف  ی هافرآیند   در  قادرند   که

عوامل    ا یو    زبانیم  یمنیا  ی هاپاسخ  مهار   ایو    ممانعت  قیطر

  ، کنند  ع یو تسر  ل یتسه  زبانی را در م  مارگریب و نمو    رشد   ،یدفاع

  ,Rep)  شوند ی شناخته م  "3رگرییتغ"   یها   ن یپروتئ  عنوان   به 

2005; Shokouhifar et al., 2016; Lo Presti et al., 

در    رگرییتغ  یهان یپروتئ.  (2017 معمول  طور    ی فضابه 

  آن   ی هاسلول  سیتوپلاسمبه    ایترشح شده و    زبانیم  یآپوپلاست

سبب   اه یگ در معمول یهافرآیند در   رییتغ باو   شوند یمنتقل م

شدن نها  وارد  در  و    شوند یم  علائم  بروز   تی خسارت 

 
1- Necrotrophic 

2- Pathogen 

(Stergiopoulos & de Wit, 2009)  .ر یاخ  یها شرفتیپ  

  زا یماریب   یهاکشف ژن  ،یتجرب  مطالعات  و   یکیوانفورماتیب

ب جمله    پرور،مرده   یمارگرهایدر    ، ینیپروتئ  یهارگرییتغاز 

HSTs    یهارگرییتغو  sRNA  م   ن یا  درکه    دهدینشان 

  رشد   ی برا  ده یچیپ  یکارهاو از ساز  یعیوس  فیاز ط  مارگرهایب

  اه یگ  در  ییزایماریب که سبب    کنندیم  استفاده  اه یگ  در و نمو  

 یکارکردها  از  یکی  .(Shao et al., 2021)شوند    یم  زبانیم

  ق یطر  ازپرور  مرده   یمارگرهایب  در  رگرییتغ  یها نیپروتئ

 Faris)  است  زبانیم  در  تیحساسعامل    یهاژنبرهمکنش با  

& Friesen, 2020)  .خود   یتکامل  فرآیند  در  مارگرها یب

-پاسخ  یالقاو    کیاز تحر  ،رگرییتغ  یهاژن  رییتغ  با  توانندیم

 ;Wang et al., 2014)  کنند یریجلوگ زبانیم یدفاع یها

Ghozlan et al., 2020; Liang et al., 2021)  .را یاخ  

 پرورمرده   یمارگرهایباز    یگزارش شده است که در تعداد

شده    یزیربرنامه  مرگ  فرآیندقادرند    رگرییتغ  یها نیپروتئ

Wei; , 2019.et al Li )  ند ینما  القاء   زبانیم  در   را     4یسلول

et al., 2020)  .رگرییتغ  ن یپروتئ  ARPEC25    در قارچA. 

rabiei  داخل   بهاست که قادر است با انتقال    شده   ییشناسا  

  د یتول  ریبه درون هسته وارد شود و با اثر بر مس  زبانیسلول م

م  ن یگنیل تول  زبانیدر  کاهش  ل  دیباعث  در    نی گنیسطوح  و 

گ  جه ینت مقاومت  ا  اه یکاهش  به  شود    مارگریب  نینسبت 

(Singh et al., 2023)  . نحوه   رگرییتغ  یهاژن  شناخت و 

تواند  یم  زبان یم  اه یو گ  مارگریبرهمکنش ب   عملکرد آنها در

طراح ها   یدر    مقاومت به    یابیدست  یبرا  ی نژادبه  یبرنامه 

 .  (Vleeshouwers & Oliver, 2015)  باشد  ثرؤ م  دارهدف

در    رگر یی تغ   ی ها ژن   ییشناسا   ی برا   ی مختلف  ی ها روش 

م  م   مارگر ی ب   ان ی برهمکنش  است   گرفته   کار   ه ب   زبان یو  شده 

 (Kamoun, 2006; Stergiopoulos & de Wit, 2009; 

Verma et al., 2016 )  .و   ها ژن   ی ان ی ب   ل ی پروفا  ی بررس  

ب   ی زمان   مختلف   مراحل   در   ها ن ی پروتئ  و    مارگر ی برهمکنش 

از    ی کی   ی شگاه ی کارکرد آنها در مراحل آزما   ی واکاو و    زبان ی م 

بوده   رگر یی تغ   ی ها ن ی پروتئ   یی شناسا  ی برا   ها روش   ن ی تر ی عموم

 Stergiopoulos & de Wit, 2009; De Wit et) است  

3- Effector 

4- Programmed cell death (PCD) 
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al., 2009; Fondevilla et al., 2015; Shokouhifar et 

al., 2016 )  . کردها ی رو   ن ی تر ی اصل   از   ی کی   ی ژنوم  مطالعات   در 

  ی ها ن ی کل پروتئ   ی بررس   ها، رگر ییتغ و مطالعه    یی شناسا   ی برا 

مختلف است که    ی ک ی وانفورمات ی ب   ی ها برنامه   توسط   مارگرها ی ب 

غربال   )   کند یم   کمک   ی ترشح   ی ها ن ی پروتئ   ی ساز به 

Sperschneider et al., 2015; Carreón-Anguiano et 

al., 2020 )  . و   یی ژن شناسا   ی تعداد   ها روش  ن ی ا   با   ن ی محقق

شرا   ی معرف در  که  اُکسا   ط ی نمودند  در    ان ی ب   ی شی تنش  و  شده 

ا   ی نقش مهم   ز ی ن   A. rabieiقارچ    یی زا ی مار ی ب    کنند یم   فا ی را 

 (Maurya et al., 2020 ) در   یداخل   ی . نقش انتقالات مولکول

پروتئ   ن ی ا   یی زا یمار ی ب  نقش  و  به عنوان    ARF-BAR  ن ی قارچ 

ترشح    ی انحنا   گر حس  زمان  در  شده    رگر یی تغ غشاء  مشخص 

مانند   ی عموم  ی ها ی ژگ ی و .  ( Sinha et al., 2021) است  

  ی و غن   ( 400aa-150≥با اندازه کوچک )   ی ترشح   ی ها ن ی پروتئ 

مورد   رگر یی تغ   ی ها ن ی پروتئ   نمودن   نامزد   ی برا   ی ها ن ی ستئ ی س از  

م  قرار    بر .  ( Sperschneider et al., 2015)   رد یگ   ی توجه 

  ی ها داده   ی واکاو   ی برا   ی مختلف  ی ها ابزارها ی ژگی و   ن ی اساس ا 

پروتئ   ی ست ی ز  کردن  نامزد  شرا   رگر یی تغ   ی ها ن ی و    درون   ط ی در 

 Gibriel et al., 2016; Sonah ) ارائه شده است    ی ا انه ی را 

et al., 2016; Jones et al., 2018 ) شبکه تحت   ی . ابزارها  

  1ید پپت   نشانک  ی دارا   ی ترشح  ی ها ن ی پروتئ   یی شناسا   ی برا 

پروتئ ک ی )کلاس  و  پپت   ی ترشح   ن ی (  نشانک    د ی فاقد 

است    ارائه (  ک ی رکلاس ی )غ   ,.Emanuelsson et al) شده 

  وجود   عدم   ا ی   و   اندک   شباهت جمله    از   ی مهم  موانع .  ( 2007

 رگر یی تغ   ی ها   ن ی پروتئ   در   2ها ه ی ما بن   ا ی   ها نگاره   در   شباهت 

 .  ( Rozano et al., 2023) مشاهده نشده است    ، شناخته شده 

  ش ی افزا   ی برا مختلف    ی ها روش   ب ی ترک   اساس   ن ی ا   بر 

توجه    ی ضرور   رگریی تغ   ی ها ژن   ی ن ی ب ش ی پ   راندمان    به است. 

آنها با    برهمکنش و    3یس ی ترانو عوامل  و نقش    ها ژن   ان ی ب   ی الگو 

  به   تواند ی م   ، ها ژن   بالادست   در   ها آن   متناظر   ی می تنظ   گاه ی جا 

مورد    رگر ییتغ   ی ها ژن   یی شناسا   در   ها شاخص   از   ی ک ی   عنوان 

گ  قرار  و    یی شناسا   ، ه ک   است   داده   نشان   مطالعات .  رد ی توجه 

 
1- Signal Peptide 

2- Motifs 

3- Transcription factors 

 زا ی مار ی ب   ی ها ژن   یی شناسا  ی برا   ی راه   ی س ی ترانو عوامل   ی اب ی رد 

 شده   انجام   ه مطالع   . ( John et al., 2021)   کند ی م  فراهم   را 

  ط ی در شرا   A. rabieiدر    ی س ی عامل ترانو   13  ی ان ی ب   ی الگو   ی رو 

 اه یبرهمکنش با گ   ط ی با شرا   سه ی کشت در مقا  ط ی مح   ی رشد رو 

ب  با اختلاف    ،   4bZIP  ی س ی نو ترا عامل    ان ی نشان داده است که 

شرا   ی دار ی معن گ   ط ی در  با  است   اه ی برهمکنش  شده  القاء 

 (Verma et al., 2017 ) .   مرده قارچ    ی مطالعه انجام شده رو-

داده    نشان   Keissl.   Alternaria alternata (.Fr)  رور پ 

کننده در    م ی تنظ   ک ی به عنوان    bZIP  ی س ی است که عامل ترانو 

  ی ستی رز ی غ   ی ها تنش   به   پاسخ   جمله   از   قارچ   ی ست ی ز  ی ها فرآیند 

. (Gai et al., 2022)  د ی نما ی م  فا ی ا   ی د ی کل   نقش   یی زا ی مار ی ب   و 

 ان ی بتواند در ب   ی س یترانو عامل    نی ا   رود ی م   انتظار  اساس  نی ا   بر 

قارچ    ییزا ی ماری ب   با  مرتبط   یها ژن  نقش   A. rabieiدر 

باشد.    ی القائ   ی ها ژنبالادست    ی توال   ی واکاو داشته 

قارچ    یترشح   یهان یپروتئ   5رمزگذار نشان   A. rabieiدر 

که   است   ی توال مانند    ی م ی تنظ   یها نگارهداده 

wtGTAGTAAkr   جا   دن توانی م عنوان  اتصال   گاه ی به 

. ( Verma et al., 2017)عمل کنند    bZIP  ی س یعامل ترانو 

بالادست ژن   یدر توال   ه یما بن   ن یحضور ا   رودی م   انتظار   لذا

 کننده   دیی أ ت   یها از شاخص  گری د   ی ک ی به عنوان    ی ترشح   یها 

 .رد ی نامزد مورد توجه قرار گ  رگر یی تغ   یها نی پروتئ

  ی ها ی واکاو با استفاده از    ، اول  بخش   در مطالعه  ن ی ا   در 

بر    رگر یی تغ   ی ها ژن   ی معرف   و   یی شناسا   ، ی ک ی وانفورمات ی ب 

داده و      6NCBIژن   بانک   در   موجود   ی ژنوم   ی ها اساس 

بر اساس شاخص    در  توجه   مورد   معمول   ی ها انتخاب آنها 

اساس    و   رگر یی تغ   ی ها ن ی پروتئ   یی شناسا  بر  آن  بر  علاوه 

نامزد    ی ها ژن   ، ی م ی تنظ   ی توال   در   خاص   ی ها ه ی ما بن حضور  

بررس  م   ی مورد  حضور    . رد ی گ ی قرار  دوم  بخش    ژندر 

پاتوت   رگر یی تغ  در  قارچ    ی ها پ ی نامزد    A. rabieiمختلف 

شرا  در  ترانوشت  و  ژنوم  سطح    طی مح   ی رو   رشد   ط ی در 

و   گ   برهمکنش کشت  مورد    ه شد   ی اب ی رد   زبان ی م   اهی با  و 

.  رد ی گ ی م قرار    سه ی مقا 

4- Basic Leucine Zipper (bZIP) 

5- Coding genes 

6- GenBank 
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 ها روش و مواد 
   A. rabieiقارچ   یستی ز یهاداده یآورجمع 

مربوط    نی کل پروتئ  یتوال   ،رگرییتغ  ژن   انتخاب   منظور  به 

  داده   گاه یپا  از  A. rabiei  (Verma et al., 2017 )به قارچ  

NCBI  ژن  براساس  1شمار رسبا    ینسخه 

JYNV00000000.1  فرمت    ردCSV  از   و   شد  استحصال  

استفاده    ی بعد  یهایبررس  ی برا  اکسل  ماکروسافت  افزارنرم

ابزارهادیگرد کمک  به  سپس    مختلف   یکیوانفورماتیب  ی . 

-آن  انینامزد در م  رگرییتغ  یها   ن یپروتئ  ، (مطلب  ادامه )ر.ک.  

 . شدند انتخاب و  ییشناسا ها

   یسبک ترشح یهانیپروتئ ییشناسا

  یی ها ن ی پروتئ   شده،   ی اب ی باز   ی ن ی پروتئ   ی ها ی توال   ان ی م   از 

  سپس   شدند، انتخاب     د ی اس   نو ی آم    250  از   کمتر   طول   با 

  TargetP2.0  ابزار   له ی وس   به   ی ترشح   ها ن ی پروتئ 

 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.phpT

argetP-2.0  ) از   استفاده   با   ک ی کلاس   ی ترشح   ی ها ن ی و پروتئ 

 .SignalP4.   (https://www.cbs  شبکه   تحت   ابزار 

dtu.dk/servi ces/Signa lP /  ،)  موجود نامه  شیوه براساس 

  ز یتما   ی برا   ن ی همچن   گرفتند، قرار    ی بررس  مورد  ت ی ساوب   در 

  SecretomeP1.0از ابزار    ک ی رکلاس یغ   ی ترشح  ی ها ن ی پروتئ 

 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.phpSe

cretomeP-1.0  ،)  ت ی سا وب   در   موجود نامه  شیوه براساس  

 شد.    استفاده 

  ی دیپپت  یپل  رهیزنج  فاقد  یهانیپروتئ ییشناسا

 ی غشائ ( 2)دامانه
  ی پل   ره ی زنج   ی دارا   ی ها ن ی پروتئ   حذف   و   یی شناسا   ی برا 

 از ابزار تحت شبکه   ، ی ترشح   ی ها ن ی پروتئ   ن ی ب   از   ی غشائ   ی د ی پپت 

TMHMM(https://services.healthtech.dtu.dk/ser

vice.php?TMHMM-2.0،)    موجود در    نامهشیوه براساس

 استفاده شد.   تیساوب

 نیستئیس دینواسیآم از یغن یهانیپروتئ ینیبشیپ
  ل ی تشک   ت ی قابل   ی ن ی ب ش ی پ   و   ستئن ی س   از   ی غن   ی ها ی توال   وجود 

  ه شبک   تحت   ابزار   از   استفاده   با   ، ی د ی سولف   ی د   ی وندها ی پ 

 
1- Acession number 

2- Domain 

DiANNA (http://clavius.bc.edu/clotelab/DiAN

NA ،)  انجام شد  ت یسا وب موجود در    نامه شیوهبراساس . 

ابزار    رگرییتغ  یهانیپروتئ  ینیبشیپ کمک  به 
EffectorP   

ابزار   رگرییتغ  یها نیپروتئ از  استفاده    با 

(https://effectorp.csiro.au/ )  EffectorP 3.0  

(Sperschneider & Dodds, 2021 )    نامه شیوه )براساس  

  در   شده   نشیگز  ی هانیپروتئ  ان یم  از(  تیساوبموجود در  

  یی هامشخصه   اساس  بر  ابزار  ن یا.  شدند  انتخاب  قبل  مراحل

  ی محتوا  یژگیو  و  خالص  بار  تعداد  ،یمولکول  وزن  همچون

  ی هایتوال  پتوفان،یتر  و  ن یسر  ن،یستئیس  یهانه یآم  دیاس

 . دهد یم قرار ی واکاو  مورد را نه یدآمیاس

  ی ها د ی پپت ی پل   ره ی زنج   حضور   عدم   و   حضور   ی ن ی ب ش ی پ 

 نامزد   رگر یی تغ   ی ها ن ی پروتئ   در   ی کارکرد 

  مورد   یهایتوال  ،EffectorPمنتخب توسط    یها نیپروتئ

  ی هادی پپت  یپل  ره یزنج  حضور  عدم   و   حضور   ی برا  نظر

 ازاستفاده    با  ،نامزد  رگرییتغ  یهانیپروتئ  در یکارکرد

  pfam  داده   گاه یپا  در  موجود   یهاابزار

(http://pfam.xfam.org/  )  موجود در    نامه  شیوه )براساس

 قرار گرفتند.   یمورد بررس( تیساوب

   نامزد  رگرییتغ 3یمیتنظ سیعناصر س یواکاو

 داده   گاه یپا  از  نامزد  ژن  بالادست  از  باز  لویک   کی

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov )  NCBI   استخراج  

پا از  -MEME  (https://memeداده    گاه یشد. 

suite.org/meme/db/motifs)  ی هانگاره   ینیبشیپ  یبرا  

  ی هانه یگز  با  نظر  مد  یها یتوال  طول  در  شده   حفاظت

ابزار    فرضشیپ از  شد.    Tomtom v 5.4.1استفاده 

(https://meme-suite.org/meme/tools/tomtom) 

  براساس   شده   شناخته   سی س  یمیتنظ  عناصر   ییشناسا  یبرا

 < E-valueبا    JASPER CORE 2020  قارچ  داده   گاه یپا

م  5 صورت    Saccharomycetaceae  سمی کروارگانیو  به 

 ,.Fornes et al)  دیگرد  استفاده   ابزار  خود  فرضشیپ

  ی عملکردها  ینیب شیپ  و  یلیتکم  یهای واکاو  یبرا .  (2020

3- Cis-regulatory elements 
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-GOMO  (https://meme  ابزار  نگاره   هر  یاحتمال

suite.org/meme/tools/gomo) کار گرفته شد.   به 

 نامزد   رگریی تغژن  ی آغازگر برا یطراح

  از    (ST47_g5489)  شماررس  با   gsh303ژن    ی توال

 al etVerma ,.)شده    گزارش  1رونوشتام   یهاداده   انیم

عنوان    NCBIداده    گاه یپا  از   ( 2016  رگر ییتغژن    ک یبه 

باز و    2ی آغازگرها  یطراح  یبرا   .دیگرد  یابیانتخاب 

  ی هاآغازگر  استفاده شد.  SnapGene  افزارنرم  از  یاختصاص

 ATG AAG-'5)  یتوال  با   PSh303-F  نام   ا ب  شده   یطراح

TTC ACC ACC GCT GCC-3')  آغازگر  و 

PSh303-R   5)  یتوال  با'-CGA CGG GCT TAA 

GAG CTG GTA TAC A -3')    شرکت توسط 

همچن  ران،یا  ناکلون،یس شد.  آغازگرها  نیساخته    ی از 

PSh19F/R (Zangene et al., 2022 )  ژن  ی توال  به  متعلق  

ژن    به  argapdh  بانخانه  شماررس  با  مرجععنوان 

(EKO05-007398 ) دیگرد  استفاده. 

قارچ    ی هاپیپاتوت  کشت  Ascochytaمختلف 

rabiei  استخراج  وDNA   

م  A. rabiei  ی هاپ یپاتوت بانک    سم یکروارگانیاز 

شد و    ه یته  رانیا  ، (WDCM 1207)   مشهد  یدانشگاه فردوس

  ی بندطبقه   یکه در مطالعات قبل  PVIو    PI،  PIII  پ یسه پاتوت 

ژن    یابیرد  ی برا  ، (Shokouhifar et al., 2003)  بودند   شده 

گرد  رگرییتغ انتخاب  پاتوتدندینامزد    ی برا  یقارچ  یهاپ ی. 

مح  DNAاستخراج     دکستروز   –   ینیزمبیس  ع یما  ط یدر 

(PDB)  دما به مدت دو  C˚  2±24  یتازه در  هفته کشت  ، 

  CTABبا روش    DNA. پس از رشد قارچ، استخراج  دیگرد

 .  (Murray & Thompson, 1980)  شد   انجام

 .Aژن هدف در ژنوم    ی توال   ی ساز فزون و    ی اب ی رد 

rabiei   3ی ا شه ی ش   درون   ط ی در شرا   پ ی پاتوت   سه   هر   در 

با   تر ی کرول ی م   10حجم    در   4مرازی پل   ی ا ره ی زنج   واکنش 

شامل    هر   ات ی محتو    MasterMix2x  تر ی کرول ی م   5واکنش 

س  آغازگر    کومول یپ   5(،  ران ی ا   ناکلون، ی )شرکت  هر  از 

  ~50)   ی ژنوم DNA  تر ی کرول ی م  PSh303-F/R،  1  ی اختصاص 

 
1- Transcriptome 

2- Primer 

  3  یی . برنامه دما شد   انجام   زه ی ون ی آب د   تر ی کرول ی م   3نانوگرم( و  

  C ̊60  ه ی ثان   C ̊  93  ،40  ه ی ثان   45چرخه با )   35و    C ̊  94در    قه ی دق 

  C ̊ 72 قه ی دق  5 یی نها  ی ساز ( و مرحله فزون C ̊ 72 قه ی دق  90و 

دستگاه   از  استفاده  با  و   PCR   (BOECO Thermalبود 

Cycler TC-TE, Germany  ) صورت گرفت.   ی ساز فزون 

ژن در   یابی و رد  cDNA  ساختو    RNAاستخراج  

 ی شگاهی آزما طی در شرا ترانوشتسطح 

ک   RNAاستخراج   از  استفاده   Column RNA  تیبا 

Isolation kit   ز دنا  از  ران یا  ست،ی )شرکت    مجموعه ( 

 یاستخراج  RNA  تیفیّو ک   تیانجام و کمّ  یقارچ  یهاسهیر

الکتروفورز رو  بررس  یبا  برادیگرد  یژل آگارز   ساخت  ی. 

cDNA  ساخت    ت یک   ازcDNA    (رانیا  توس، )پارس ،  

آنز   Oligo (dt)18  یعموم  یآغازگرها   ی سیترانو  میو 

 RevertAidTM M-MuLV (RT  )Reverseمعکوس  

Transcriptase    طبق و  سازنده    نامهوه یشاستفاده  شرکت 

شده به عنوان الگو در واکنش    ساخته  cDNAانجام گرفت.  

  ی ژن هدف با آغازگرها یسازفزون یبرا مراز،یپل یاره یزنج

-وه یشبا همان برنامه و  (  1)جدول    PSh303-F/R  یاختصاص

 اشاره شده در بالا مورد استفاده قرار گرفت.  امهن

  ون یسوسپانس   و  یاهیگ   مواد   یسازآماده  و  کشت

 یاهیگ یهانمونه یسازآلوده یبرا یقارچ

دو    بذور  به  و   MCC133شامل    نخود   ن ی لا مربوط 
ILC1929   ی ها پ ی پاتوت   مقابل   در   آنها   مقاومت   سطح   که. A

abieir    در مطالعات   شگاه ی آزما مزرعه، گلخانه و    ط ی شرا در
  Shokouhifar et al., 2003 ;)   بود   شده   ن یی تع گذشته  

 ; Ramezani Khozestani, 2006.et al Shokouhifar

, 2023,.et al , 2023; Firouzmand.et al ) ،   به   ب ی ترت   به  
  بانک   از   ، A. rabieiبرابر قارچ    در   حساس   و   مقاوم   نمونه   عنوان 

  ه ی ته   ران ی ا   ، مشهد   ی فردوس  دانشگاه   ی اه ی گ   علوم   پژوهشکده   بذر 

  ب ی ترت به   A. rabieiقارچ    PVIو    PI ،  PIII  پ ی پاتوت   سه شدند.  
 FUM 1001/ASR001  ،FUM)   ی ها مرجع شماره    با 

1003/ASR003    وFUM 1006/ASR006  ) قدرت   که  

Shokouhifar et) لا گزارش شده بود  آنها قب   یی زا ی مار ی ب 

3- In vitro 

4- PCR 
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al., 2003  )    . علوم   پژوهشکده   ی ها سم یکروارگان ی م   بانک   از  
  ی ساز آماده   مراحل .  شد   ه ی ته   مشهد   ی فردوس  دانشگاه   ی اه ی گ 

  از   ی نمونه برگ  ی شامل کشت و آماده ساز   ، ی اه ی گ   ی ها نمونه 
  پ ی از سه پاتوت   ح ی تلق   ه ی ما   و   ، ILC1929و    MCC133  ن ی دو لا 

PI ،  PIII    وPVI    قارچA. rabiei   یی زا ی مار ی آزمون ب   روش   به  

ش  Ramezani Khozestani et al., 2023 ;)   شه ی درون 

Firouzmand et al., 2023 )    .شات ی آزما  در انجام گرفت 
 آب   با   تنها   کنترل   عنوان   به   پ ی ژنوت   هر   از   ی برگ   ی ها نمونه 

 . شدند   ی زن ه ی ما   

 در   یسازآلوده  از  بعد  هانمونه  در  قارچ  حضور  دییتأ

 برهمکنش طی شرا  در ترانوشت و ژنوم سطح 

از    یها برگ  یبردارنمونه  بعد  شده،  ساعت    96آلوده 

انجام    ی برا  -C˚  80به    عیما   تروژنیانجام و پس از انجماد در ن

از    DNAشدند. استخراج    یدارنگه   و  منتقل   هاشیآزما  ریسا

روش    هانمونه   ,CTAB    (Murray & Thompsonبه 

ک   RNAاستخراج    و  (1980 از  استفاده   Column  تیبا 

RNA Isolation kit   ز دنا  انجام  رانیا  ست، ی)شرکت   )

  ی استخراج شده رو  RNAو    DNA  تیو کمّ  تیفیّگرفت. ک 

آگارز   بررس  کیژل  مورد  ساخت    یدرصد  گرفت.  قرار 

cDNA   ساخت    ت یبا استفاده از کcDNA    شرکت پارس(

ا ردرانیتوس،  گرفت.  انجام  و    هاقارچ  یابی(  ژنوم  درسطح 

تأ و  از    هانمونه    cDNAساخت    دیی ترانوشت  استفاده  با 

 PSh19-F  (5´- CCT TCA  ی اختصاص  یآغازگرها

TCG AGC CCC ACT AC -3´)    وPSh19-R  (5´- 

GCC TCC CTT CAA GTG AGCC -3´ی ( طراح  

برا ها  argapdhژن    یشده  داده   .Aقارچ    یژنوم  یدر 

rabiei    .5)  یاختصاص  یاز آغازگرها  ن یهمچنانجام شد´-

TCA CAG GTT GTGATG GAG TCTG-3´ )  

PABCT-F    وPABCT-R  (5´- CCT CAA ATC 

TTG TTG GGG TGTC -3´)(Reddy et al., 2016 )  

خانه   مربوط ژن   شمار رس   بانخود    اه یگ   abct  1بان به 

(LOC101505577)  ساخت  دیی تأ  یبرا  cDNA    در

  دو   هر   ی برا  یسازفزون. واکنش  دیشاهد استفاده گرد  اهان یگ

 . گرفت  ورتص  یقبل  طیشرا  با  تریکرولیم  10در حجم    آغازگر

 
1- Housekeeping gene 

در   ترانوشتدر سطح ژنوم و    gsh303ژن    یابیرد 

 برهمکنش  طی شرا

واکنش    برهمکنش،  طی شرا  در   gsh303ژن    ی ابیرد  یبرا

  ی اختصاص   ی آغازگرها  با  gsh303ژن    یبرا  یسازفزون

(PSh303F/R )  هر دو نمونه   ی براDNA    وcDNA    مرتبط

 برهمکنش انجام گرفت.   ط یبا شرا

 

 جی نتا

  یی شتناستا و  یستتی ز  یهاداده ینرم افزار 2یواکاو

 نامزد  رگرییتغ ژن

  یان یب  یو توال  A. rabieiژنوم قارچ   کامل  یتوال  یواکاو

 کل انیم  از( 1)شدکل  داد    نشدان  ،قارچ  نیا درشدده    ینیبشیپ

  نی پروتئ  2347  تعددادقدارچ   نیدر ا  ینیبشیپ  قدابدل  یهدانیپروتئ

 مرحله  -1)شکل  باشند  یم  دارا  دینواسیآم  250  از  کمتر  یطول

 در  شدددده   گزارش  یقدارچ  یهدارگرییتغ  اکثر. از آنجدا کده  (2

  انددازه   پرورمرده   یمدارگرهدایب  جملده  از  مختلف  یمدارگرهدایب

 ,Liu et al., 2012; Lu & Edwards )  دارند، یکوچک

2016; Rodriguez‐Moreno et al., 2018)  ادامدده  

  جی نتدا  .شدددد  متمرکز  ینیپروتئ  مجموعده  نیا  یرو هدایواکداو

ابزارهددا  نیا  یواکدداو بددا    و SecretomeP1.0   یمجموعدده 

SignalP4.1  یترشح  نیپروتئ  1413آن ها    انینشان داد در م 

 یرترشدحیمسد  یبررسد . دارد  وجود  کیرکلاسد یو غ کیکلاسد 

 انید م درداد کده   نشدددان   TargetP2.0 بدا ابزار  هدانیپروتئ نیا

کلروپلاست    و  یتوکندریم  در  نیپروتئ  330  مجموعآن ها در  

 شوندیم  ترشح  زبانیمسلول توپلاسمیدر س یمابق  و  شده   وارد

  یدارا   که را  ییهانیپروتئ ،ریمسد   نیا اما.  (3 مرحله -1)شدکل

 را  هستند یگذرنده از غشاء بوده و ترشح  یدیپپت یپل ره یزنج

مجموعه در ابزار تحدت شدددبکه   نیا  یواکاو. کنددیحذف نم

TMHMM  ره یزنجفاقد   یترشدح  نیپروتئ 1282 ییبه شدناسدا 

 224  نیب  نیا در کهشدددد    منتجگذرنده از غشددداء   یدیپپتیپل

 هاکیرکلاسد یغ  به  متعلق  نیپروتئ 1058  و کیکلاسد   نیپروتئ

بدا    یهدانیپروتئمطدالعده    نیا  در  .(4  مرحلده  -1)شدددکدل  بودندد

  هاآن  انیاز م که  دندیگرد  ینیبشیپ  زینبالا   سدددتئنیسددد  زانیم

  یدارا   و(  4≤)  نیسددتئیسدد  زانیم  یدارا یترشددح  نیپروتئ 344

2- Analyze 
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متعلق به    یتوال 113 که  ،بودند  یدیسدولفید  وندیپاز دو    شیب

  یهدا نیپروتئ  بده  متعلق  یتوال  231  و  کید کلاسددد   یهدانیپروتئ

به منظور   نیهمچن .(5 مرحله  -1)شددکل  بودند کیکلاسدد  ریغ

بدا      ندامزد  نیپروتئ  344  تعدداد  یینهدا  یهدارگرییتغ  انتخداب

که از   ؛گرفتند قرار  یبررس مورد  EffectorP ابزاراستفاده از  

  -1)شدددکدل  نددشدددد ینیبشیپ  رگرییتغ نیپروتئ  257آنهدا  نیب

 داده  گداه یپداهدا بدا اسدددتفداده از   نیپروتئ نیا  یواکداو. (6 مرحلده

Pfam    یها نگاره فاقد   نیپروتئ 108  نیب  نیا درنشددان داد که  

 مطالعه  نیا  انجام  زمان  تا  شدده  ییشدناسدا یکارکرد  یدیپپتیپل

 .(7مرحله  -1)شکل باشند یم

 
   Ascochyta rabiei  توسط انیب  قابل  یهانیپروتئ انیبالقوه در م رگرییتغ یهاژن ییشناسا  فرآیند  -1شکل 

Figure 1. Identification process for potential effector genes among proteins that can be expressed by 

Ascochyta rabiei. PR: Protein, CSP: Candidate Secreted Proteins 
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  القائ   ر ی مسدد   در   توانند ی م  ی متعدد  ی سدد ی ترانو  عوامل   هرچند 

  ی هدا داده   اسددداس   بر  ی ول   ندد ی نمدا  فداء ی نقش ا   رگر یی تغ  ی هدا ن ی پروتئ 

  ی مطدالعده صدددرفدا رو   ن ی در ا   bZIP  س ی ترانو مربوط بده    ی ان ید ب 

  بالادسدت   بر ش ی پ   ی تمرکز شدد که در توال   ی ترشدح   ی ها   ن ی پروتئ 

  س ی ترانو   ن ی ا   گاه ی جا  ی م ی خود حامل عناصدر تنظ  رمزگذار   ی توال 

 یی نگاره شددناسددا   ن ی حامل ا   ی ها   ن ی اسدداس پروتئ   ن ی باشددند و بر ا 

نگاره مرتبط    ی دارا   ن ی پروتئ  ان ی م   در (.  8مرحله  - 1)شدکل   شددند 

  ی هددا   ی بدررسددد   ی بدرا   GSH303  نددام بدده    ی پدروتدئدند   bZIPبددا  

 . شد   انتخاب  ی ل ی تکم   ی شگاه ی آزما 
  ژن بر    ش ی پ  ی توال در   ی م ی تنظ  س ی ست  عناصتر  ی بررست

gsh303 

  ی نواح جفدت بداز بدالادسدددت    هزار  ی توال   ی بررسددد  جده ی نت  در 

مهم با   نگاره   سده   MEMEکمک ابزار    به   gsh303  ژن  ی م ی تنظ 

  شدددند   یی شددناسددا   ی د ی نوکلئوت   سددت ی شددش، هفت و ب   ی ها طول 

  عوامل   اتصددال   ی برا  متناظر   ی ها گاه ی جا   ها نگاره   ن ی ا (.  2)شددکل  

 C2H2 zinc finger factors ،  Tryptophan  ترانوشددددت 

cluster factors ،   (bZIP  ) Basic leucine zipper 

factore    ی بررسددد  ج ی . نتدا بداشدددندد ی م  GOMO   ن ی ا داد   نشدددان  

در    توانندد ی م   ترانوشددددت   عوامدل ارتبداط بدا    ق ی از طر   هدا نگداره 

  و   نه ی آم   ی دها ی اسد   سداخت   ک، ی ولوژ ی ز ی ف   مهم  ی سدت ی ز  فرآیندهای 

 (. 1)جدول   ند ی نما   فاء ی ا   نقش   ها ن ی پروتئ   انتقال 

قتارچ    پیتپتاتوتنتامزد در ستتته    رگرییتغژن    یابیترد 

 یاشهیشدرون طی در شرا A. rabiei یزایماریب
قارچ   یژنوم  یهاداده   در  ،ینامزد فرض  رگرییتغژن    یتوال

A. rabiei  گاه یپا در  NCBI  شماررس  اب  (ST47_g5489  )

قرار گرفتده اسدددت.   83840-  84430  یدر حدد فداصدددل بدازهدا

اگزون و فداقدد   کید   یجفدت بداز بوده و دارا  591ژن  نیطول ا

ژن   نیتوسددط ا رمزگذار  ینیپروتئ  یتوال  طول.  اسددت  نترونیا

در بانک    KZM23388  شماررسبوده که با    نهیدآمیاس 196

  یبرا   یگونده عملکرد چیه کنونثبدت شدددده و تدا  NCBIژن 

نام    تحت  انتخابژن پس از   نیاآن مشددخص نشددده اسددت.  

gsh303  یطراح  یاختصدداصدد   یآغازگرها.  شددد  ینامگذار 

شددد و قطعه   ینامگذار  PSh303-F/Rآن به نام    یشددده برا

 (. A -3بود )شکل  ریجفت باز قابل تکث 599به طول  یا

 
    gsh303 ژن بالادست رمزگذار یتوال منطقه  در شده  ییشناسا یمیتنظ یها نگاره   یتوال :2 شکل 

Figure 2: Logos of cis-regulatory elements detected in upstream sequence encoding of GSH303.  
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  ی آغازگرها اسدتفاده از    با   gsh303حضدور ژن   ی اب ی رد   جه ی نت 

 قارچ   به   مربوط (  PVIو    PI ، PIII)   ی ها پ ی پاتوت   در  ی اختصدداصدد 

A. rabiei   ی ساز فزون به    منجر   مراز ی پل   ی ا ره ی زنج   واکنش   توسط  

ژن    ی توال (.  C  - 3)شدکل   د ی گرد   باز   جفت  599به طول    ی ا  قطعه 

argapdh    در سدددطح    مرجع بده عنوانDNA    وcDNA    مورد

 ی اختصدداصدد  ی آغازگرها قرار گرفت و با اسددتفاده از   ی بررسدد 

PSh19-F/R  سددطح    در  باز   جفت  331  طول   به   ی قطعاتDNA  

- 3مورد انتظار بود )شددکل   cDNAباز در سددطح    جفت   239و  

B  ،) در هر   ی اختصداصد   مراز ی پل  ی ا ره ی زنج   واکنش   انجام   ج ی نتا   که

  منتج   انتظدار   مورد   ی هدا انددازه  بدا   یی نوارهدا   ر ی بده تکث   پ ید سددده پداتوت 

  داد   نشدان   ترانوشدت ژن در سدطح   ن ی ا  ی اب ی رد (.  C  - 3)شدکل   شدد 

  در   پ ی پاتوت هر سدده    در   gapdh  بان خانه ژن    برخلاف   ژن   ن ی ا   که 

 . است   ان ی فاقد ب   ی ا شه ی ش درون   ط ی شرا 

  ی ها   پی مقاوم و حساس با پاتوت  اهان یگ  برهمکنش
A. rabiei 

  اهان ی جداشده گ   ی برگ ها   ی رو   ی زدگ برق   ی مار ی ب   علائم 

ILC1929    زمان از  ما   96)حساس(  از  پس  با    ی زن ه ی ساعت 

در    A. rabiei  قارچ   PI ،  PIII   ،  PVI  پ ی پاتوتا   ی ها   پ ی پاتوت 

  بروز  علائم   تفاوت (. A- 4)شکل   افت ی بروز   شگاه ی آزما  ط ی شرا 

مقا   ی ها برگ   ی رو   افته ی  نمونه    سه ی آلوده در    ی زن ه ی )ما   شاهد با 

بود. علائم ظاهر   کاملًا(  آب   با   شده    ی ها برگ   ی رو   ی مشهود 

گ  به  مربوط  ما   MCC133اه ی جداشده  با    ی زن ه ی )مقاوم(  شده 

مقا   PI  پ ی پاتوت  آب(    ی زن   ه ی )ما   شاهد   نمونه با    سه ی در  با  شده 

)شکل   نشد    ر ی ز   ها برگ   تر ق ی دق   ی بررس   با (.  A- 4مشاهده 

ب   کروسکوپ ی وم ی استر    محدود   ار ی بس   صورت   ه ب   ی مار ی علائم 

  پ ی پاتوت   سه   هر   با   شده   ی زن ه ی ما   مقاوم   اه ی گ   ی ها برگچه   ی رو 

  PIII  پ ی با پاتوت   ی زن ه ی ما   از   ی ناش   علائم (.  B- 4)شکل   شد   مشاهده 

مقا  پاتوت   سه ی در  دو  مشاهده   PVIو    PI  پ ی با  طور    ی رو ای  به 

ب   اهان ی گ    بروز   به   توجه   با   مجموع   در .  بود   شتر ی مقاوم و حساس 

  از   ی بردار   نمونه   و   ی زن ه ی ما   مراحل   انجام   صحّت   توان ی م   علائم 

 . نمود   د یی تا   ی مولکول   مراحل   انجام   ی برا   را   آلوده   ی ها برگ 

  د یی تأ شداهد و آلوده،    ی ها از نمونه   RNAاز اسدتخراج   پس 

  یسددداختده شدددده از آغدازگرهدا  cDNAو صدددحدت    ت ید ف ی ک 

  مطابق .  شد   انجام   مرجع   ژن   عنوان   به   نخود   abctژن    ی اختصاص 

  ی ها 1فزونه رفت   ی ( انتظار م A- 5)شدکل    ژن  ک ی شدمات   ی نما   با 

  و   ژنوم  سددطح   در   ب ی ترت   به   باز   جفت  135  و  1878  ی ها طول   به 

 یبررسددد  مورد   نخود   اهان ی گ   از  آمده   دسدددت   به   پتوم ی ترانسدددکر 

در    ی قطعدات   هدا نمونده   ی الکتروفورز  ی الگو  در  کده   شدددوندد   ر ی تکث 

  که   ر (. همانطو B- 5محدوده مورد انتظار مشداهده شدد )شدکل  

  محدوده  در   ی اختصداصد  یی ها فزونه   شدود ی م  مشداهده   شدکل   در 

 شدودی م  مشداهده   ی الکتروفورز   ی الگو   در  ی لوباز ی ک   2  ی اندازه 

کداملا انطبداق دارد. بدا    ی ژنوم   DNAاز   ر ی کده بدا انددازه قدابدل تکث 

جفدت بداز در    1700در حددود   نترون ی ا   ک ید توجده بده حضدددور  

در صورت    رفت ی م   انتظار   abctاگزون هفت و هشت ژن    ان ی م 

  ی ا تنها فزونه  cDNA  ی قطعات هدف از رو   ی اختصداصد   ر ی تکث 

  ج ی نتدا . شدددود   مشددداهدده   بداز  جفدت   250  و   100  فداصدددل   حدد  در 

  فزونده  ن ی ا   ور حضددد  ن ی ا   ی بده خوب   B- 5 شدددکدل   در   الکتروفورز 

 . دهد ی م   نشان   را  ی اختصاص 
 

 نامزد   رگرییتغ  ژن برشیپ  ینواح  در  سیس یمیتنظ عناصر شده  محافظت یهانگاره  ینیبش یپ -1 جدول
Table 1. Prediction of conserved motifs of cis-regulatory elements in the promoter regions of candidate 

effector genes 

 
 1- Band pattern 

Name E-value Overlap JASPAR CLASS Significant GO term  

Motif 1 1.48E-01 6 MA0332.1 Basic leucine zipper factors 

(bZIP) 

BP methionine biosynthetic process 

BP translational elongation 

MF pyridoxal phosphate binding 

BP cysteine biosynthetic process 

MF steroid binding 

Motif 3 4.73e+00 7 MA0334.1 C2H2 zinc finger factors BP methionine biosynthetic process 

BP translational elongation 

BP cellular amino acid derivative biosynthetic process 

BP inorganic anion transport 

BP cysteine biosynthetic process 

Motif 5 7.37e+00 15 MA1943.1 Tryptophan cluster factors Homeo domain factors 
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نشتان   DNA  درستطح  gsh303 ژن  یتوال  براستاسرا   فزونه و طول  آغازگرها  تیموقع  که   gsh303ژن   کیشتمات ینما (A)  -3شتکل 

و  DNAدو ستتطح   در  gapdhژن   یرا براستتاس توال  فزونه و طول  آغازگرها  تیموقع  که   gapdhژن   کیشتتمات ینما (B).  دهد یم

cDNA دهد ینشتتان م  .(C) هایژن  یالکتروفورز یالگو gsh303 و  gapdh   نمونه   دو با (مثبت  )شتتاهد  DNA و cDNA  استتتخراج 

 شتاهد C:-  ع،یکشتت ما طیمح طیدر شترا افته یرشتد   .rabiei Ascochytaبه قارچ    مربوط( PVIو   PI،  PIII)  یها  پیپاتوتشتده از 

 .L  :1Kb DNA Ladder ،هدف  DNA  بدون+ آب ( F/R یآغازگرها+ کسی)مستر م PCR مخلوط یکه حاو ،یمنف
Figure 3. (A) Schematic representation of gsh303 gene showing the position of primers and the length of 

the amplified fragment based on the gsh303 gene sequence on the DNA level. (B) Schematic representation 

of gapdh gene showing the position of primers and the length of the amplified fragment based on the 

sequence of gapdh gene in both DNA and cDNA levels. (C) Electrophoretic pattern of the gsh303 and gapdh 

(positive control) genes with two DNA and cDNA samples related to three pathotypes (PI, PIII and PVI) of 

Ascochyta rabiei.  C-: negative control, which contains the PCR mixture (master mix + F/R primers + water) 

without target DNA, L: 1Kb DNA Ladder. 
 

  مقاوم  ی ها پ ی ژنوت  به   مربوط   اهان ی قارچ در گ  حضدور 

 (MCC133  ) حساس   و   (ILC1929  ،)96    ساعت پس از

 درون   یدی زا ی مددار ید بد   آزمدون   روش   بدر   عدلاوه   ی زند ه یدد مددا 

اسدددتفاده از    با   ی روش مولکول  با (،  4)شدددکل   ی ا شددده ی شددد 

 ز ی ن  A. rabieiبده   مربوط  argapdhبدان خدانده   ژن  ی اب ید رد 

آلوده    اهان ی گ   DNAسدطح    در (. C  - 5)شدکل   شدد   د یی تأ 

به اندازه    ی ا فزونه   PVIو    PI ،  PIII  ی ها پ ی شدده به پاتوت 

مشدداهده شددد که    ی الکتروفورز   ی جفت باز در الگو   331

  با   شدددده  ی زن ه ید مدا   MCC133  پ ید مربوط بده ژنوت   اه ید در گ 

- 5)شددکل   نبود   مشدداهده  قابل (  MUCK treated)   آب 

C .) حسداس   ن ی لا  به   مربوط   اهان ی گ   در  ز ی ن   ی مشدابه   ج ی نتا 

 (ILC1929  ) پ ید شدددده بدا سددده پداتوت   ی زن ه ید مدا   و  شددداهدد  

 (.  D  - 5مشاهده شد )شکل  

مقداوم    اهدان ید سددداختده شدددده از گ   cDNAقدارچ در    ی اب ید رد 

 (MCC133 آلوده شددده به هر سدده پاتوت ) با اسددتفاده از    ز ی ن   پ ی

 کدداملا  طور   ه بدد   PSh19-F/R  ی اختصدددداصددد   ی آغددازگرهددا 

(. از آنجا که عدم حضدور C- 5)شدکل    شدد   انجام  ی اختصداصد 

گ   cDNAدر    DNA  ی آلودگ  از  شددددده    اهددان یدد سدددداختدده 

MCC133    وILC1929  د یی أ ت   پ ی آلوده شدده به هر سده پاتوت  

حاضدر در    ی توان انتظار داشدت که فزونه ها  ی شدده اسدت، لذا م 

 RNAسداخته شدده از    cDNAصدرفا به   ی الکتروفورز   ی الگو 

  (. Dو   C  - 5باشد )شکل  ی شده توسط قارچ مربوط م   ان ی ب 
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  ی آغدازگرهدا   لده ی وسددد   بده   ی اختصددداصددد   شدددده   ر ی تکث   فزونده 

PSh303-F/R   ( در    599در محددوده مورد انتظدار )جفدت بداز

استخراج    DNAمربوط به    PCRمحصول    ی الکتروفورز   ی الگو 

با    ی زن  ه ی سدداعت پس از ما   96مقاوم و حسدداس  اهان ی شددده از گ 

  مقاوم  اهان ی گ   در (.  C+2&1  - 6مشداهده شدد )شدکل    PI  پ ی پاتوت 

( فزونه مربوط Muck treated)   آب   با   شدده   ی زن  ه ی ما   حسداس   و 

 (. M 1&2  - 6مشاهده نشد )شکل    gsh303به ژن  

سددطح ترانوشددت    در  gsh303ژن   یابیعدم رد  نیهمچن

 طیدر سدطح مح افتهیرشدد    A. rabieiقارچ   یها  پیدر پاتوت

سداخته بود. با   یژن را ضدرور  نیبودن ا یواقع  دییأت  زیکشدت ن

 بر  gsh303در ژن    ینترونیا  یتوجده بده عددم حضدددور توال

اسدتحصدال شدده در بانک ژن، امکان  یژنوم  یاسداس داده ها

سدداخته  cDNAاز    یشددده اختصدداصدد   ریتکث  یفزونه ها زیتما

 سدددطح  در  ژن  نیا یابید رد دیید تدأ  لدذا. ندداشدددتشدددده وجود 

سداخته  cDNAو خالص بودن    تیفیک   دییتأ  با  تنها  ترانوشدت

  یالگو  یدر مرحله قبل با بررس  که  بودها ممکن  شده از نمونه

ژن  یاختصددداصددد  یبدا آغدازگرهدا  PCR جینتدا یالکتروفورز

argapdh  در  cDNA  آلوده بده   اهدانید سددداختده شدددده از گ

(. C، D  -5شددده بود )شددکل    دییتأ مطالعه مورد  یهاپیپاتوت

 یاره ید زندجد   واکدندشمدحصدددول    یالدکدتدروفدورز  یالدگدو  جید ندتددا

 انتظار  مورد محدوده  در  یاختصدداصدد   فزونه  داد  نشددان مرازیپل

 96 زمدان در(  MCC133)  مقداوم  اهدانید گ در(  بداز  جفدت 599)

 PVIو   PI، PIII  یهاپیشدده با پاتوت یزنهیما از  پس سداعت

  (. 6است )شکل  یابیقابل رد

 
 ILC1929 و( مقتاوم)  MCC133 ارقتام  یرو Ascochyta rabiei  قتارچ  PVIو   PI،  PIII  یهتاپیت پتاتوت ییزایمتاریب (A) -4  شتتکتل 

 A. rabiei  قارچ PVIو   PI، PIII  یهاپیپاتوت  توستط  شتده  جادیا یعلائم آلودگ  ریتصتو(  B).  یبرق زدگ یمارینخود به ب  (حستاس)

 .یزنه یما از  بعد   ساعت hai :96 96  ،حیتلق از پس بلافاصله : hai 0مقاوم.  و  حساس رقم دو  در

Figure 4. (A) Pathogenicity of Ascochyta rabiei pathotypes I, III, and VI on resistant (MCC133) and 

susceptible (ILC1929) chickpea cultivars to Ascochyta blight. (B) Images of infection symptoms caused by 

A. rabiei pathotypes I, III, and VI in the two cultivars. The images were taken at 0 (0 hai) and 96 (96 hai) 

hours after inoculation. 
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با رس شمار    abctژن    کیشمات  ینما  (A)  -5  شکل   PABCT-F/R  یاختصاص  یآغازگرها  تیموقع  و (LOC101505577)نخود 

(Reddy et al., 2016)   یاز توال  ریقابل تکث  یهاو طول فزونه  DNA    وcDNA،  (B  )ژن  یالکتروفورز  یالگو  abct   دییتأ  یبرا  

 (ILC1929)  حساس  و  (MCC133)  مقاوم  ارقام  شاهد   اهانیگ  cDNA  ساخت  د ییتأ  و  شاهد   نخود  اهانیگ  یژنوم  ی  DNA  حضور

 یهاپی پاتوت  یژنوم  ی   DNAحضور  د یی تأ  یبرا  مثبت  شاهد   عنوان  به    gapdhژن  یالکتروفورز  یالگو (  C)  یبرق زدگ  یماریبه ب

PI،  PIII    وPVI    قارچAscochyta rabiei    نخود  حساس  و  مقاوم  ارقام  با  برهمکنشهنگام (D)  ژن  یالکتروفورز  یالگو  gapdh  به  

شاهد    C:- .قارچ  پیپاتوت  سه  با  شده ی زنه یما  نخود  اهانیگ  از  یاستخراج  RNA  از  ،  cDNA  ساخت  د یی تأ  یبرا  مثبت  شاهد   عنوان

 .  باشد یهدف م DNA+ آب( بدون F/R یآغازگرها+ کسی)مستر م  PCRمخلوط   یکه حاو ،یمنف

Figure 5. A) Electrophoretic pattern of the abct gene confirming the presence of genomic DNA in control 

chickpea plants, and cDNA synthesis in control resistant (MCC133) and susceptible (ILC1929) chickpea 

cultivars to Ascochyta blight.  B) Electrophoretic pattern of the gapdh gene as a positive control for confirming 

the presence of genomic DNA of Ascochyta rabiei pathotypes I, III, and VI during interactions with resistant and 

susceptible chickpea cultivars.  C) Electrophoretic pattern of the gapdh gene as a positive control to confirm the 

cDNA synthesis and RNA extraction from chickpea plants inoculated with three pathotypes of A. rabiei. C: 

negative control, which contains the PCR mixture (master mix + F/R primers +  water) without target DNA.
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 را  gsh303ژن    انیب  بودن ییبودن و القا یواقع  جهینت  نیا

نمود.   دیید أتد  اه ید بدا گ  A. rabieiبرهمکنش قدارچ    طیدر شدددرا

  تشدد در سددطح ترانو PCRمحصددول   یالکتروفورز  یالگو

سدداعت  96( در زمان ILC1929) حسدداس  اهانیگ  به  مربوط

 یفزونه اختصداصد   PIIIو   PI  یها  پیبا پاتوت  یپس از آلودگ

 نیا PVI  پیمربوط به پاتوت  یدر نمونه ها  یمشدداهده شددد ول

 (.6فزونه مشاهده نشد )شکل 

 

 بحث

  مارگری ب   از   ی خاص   ی هاه ی توسط سو   رگر یی تغ   ی ها ن ی پروتئ 

و    شوند ی م   د ی تول   زبان یم   اه ی گ   با   برهمکنش   ط ی شرا   در   معمولا 

  ق ی از طر   کرده،   مداخله   زبان یم   مختلف   ی فرآیندها قادرند در  

و   دفاع  ا ی   و   ی من یا   ی ها پاسخ مهار    ا ی ممانعت  سبب   ، ی عوامل 

 ,Repشوند )   زبان ی در م   مارگر ی ب   نمو   و   رشد   ع ی و تسر   ل ی تسه 

2005; Shokouhifar et al., 2016; Lo Presti et al., 

2017; Neu &Debener, 2019  .) نی ا   مطالعه   ی برا 

 یان ی ب   ل ی پروفا  ی بررس   جمله   از   ی مختلف   ی ها روش   ها ن ی پروتئ 

زمان  ها ن ی پروتئ   و   ها ژن    مختلف  مراحل  برهمکنش    ی در 

 Stergiopoulos) کارکرد آنها    ی واکاو و    زبان یو م   مارگر ی ب 

& de Wit, 2009; De Wit et al., 2009; Fondevilla 

et al., 2015;Shokouhifar et al., 2016,  ) ،   ی واکاو   

 یژگ ی و   اساس   بر   ی کی وانفورمات ی ب   ابزار   له ی وس   به   ی ست ی ز   ی ها داده 

 قرار  استفاده   مورد   ها آن   ی کارکرد  ی ها نگاره   و   ی ساختار   ی ها 

  ن ی ا   با .  et alAnguiano -(Carreón(2020 ,.  است   گرفته 

  ی ها ت ی محدود   و   ط ی شرا   واجد  ی ها ن ی پروتئ   ی بالا   حجم   حال 

کارکرد آن ها، سبب شد تا در مطالعه    د یی تأ   ی برا   ی شگاه ی آزما 

روش   از  بررس   ی ست ی ز   ی ها داده   ی واکاو حاضر  حضور    ی و 

 یم یتنظ   ی ها ی توال   در   ی س یترانو متناظر با عوامل    ی م یتنظ   گاه ی جا 

   از   ی محدود   تعداد   نمودن   نامزد   به   نسبت   ها، ن ی پروتئ 

 یشگاه ی آزما   ی ست ی ز   ی ها ی واکاو انجام    ی نامزد برا   ی ها ن ی پروتئ 

 استفاده شود.  A. rabiei  پرور مرده   قارچ   در 

  ی ها ژن   یی شناسا   ی برا   ی ک ی وانفورمات ی ب   ی ها ی واکاو   ج ی نتا 

مطالعه توانست در    ن ی در ا   ی عموم   ی ها شاخص   اساس بر   رگر یی تغ 

توسط ژنوم    ی س ی قابل ترانو   ی فرض   ن ی هزار پروتئ   10بالغ بر    ان ی م 

حدود    A. rabieiقارچ     یی شناسا   ی ترشح   ن ی پروتئ   1282در 

  ی ترشح   ن ی پروتئ   758درمطالعات گذشته    که   ی حال   در   د، ی نما 

 .  ( Verma et al., 2016)   بود   شده   یی شناسا 

 

 

بته    (ILC1929)  حستتاس  و  (MCC133)  مقتاوم  نخود  اهتانیت گ   cDNA  یهتانمونته   بتا  gsh303  ژن  یالکتروفورز  یالگو   -6  شتتکتل 

: به  abieir Ascochyta، 1&2+C یزایماریب  قارچ  به   مربوط(  PVIو    PI،  PIII)  یهاپیپاتوت باشتتده    یزنه یما  ،یزدگبرق یماریب

ژن در   یابیبه عنوان کنترل امکان رد PI  پیآلوده شتده به پاتوت ILC1929و  MCC133  اهانیاستتخراج شتده از گ  DNA  بیترت

  ،شتده با آب   یزن ه یما ILC1929و  MCC133  اهانیگشتده از  استتخراج  DNA  بی: به ترتM 1&2استتخراج شتده،    DNA یمحتو
-:C  مخلوط یکه حاو ،یمنف  شاهد PCR مستر م(یآغازگرها+ کسی F/R +بدون  آب )DNA  باشد یهدف م  . 

Figure 6. The electrophoresis pattern of the gsh303 gene using cDNA samples from resistant (MCC133) 

and susceptible (ILC1929) chickpea cultivars inoculated with pathotypes PI, PIII, and PVI of Ascochyta 

rabiei. Lanes C +1& C+2: respectively, DNA extracted from MCC133 and ILC1929 chickpea plants 

inoculated by PI pathotype as a control for the possibility of gene tracking in the extracted DNA content, 

M1& M2: respectively, DNA extracted from MCC133 and ILC1929 chickpea plants inoculated with water: 

C- negative control, which contains PCR mixture (master mix + F/R primers + water) without target DNA. 
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تعدداد    effectorPدر مطدالعده حداضدددر بدا اسدددتفداده از ابزار  

  ی هدا ن ی پروتئ  ی برا   لازم  ی هدا ی ژگ ی و  حدائز  هدا ن ی از پروتئ  ی محددود 

  ن ی ا   که   آنجا   از   رسددد ی داده شدددند. به نظر م   ص ی تشددخ   رگر یی تغ 

شددناخته    رگر یی تغ  ی ها ن ی پروتئ   به  مربوط   ی ها داده  اسدداس   بر   ابزار 

  کند، ی م   عمل   پرور زنده   ی سددت ی ز   ی الگو   با  ی ها قارچ   ی شددده برا 

 مرحله   ن ی ا   در   شددده   حذف   ی ها ن ی پروتئ  ان ی در م  توان ی م  احتمالا 

. نمود   یی را شدناسدا   رگر یی تغ   ی ها ن ی پروتئ  ی ل ی تکم   مطالعات   در   ز، ی ن 

مربوط  رگر یی تغ  ی ها ن ی پروتئ   ی اب ید ارز   ی رو   را ی اخ   که   ی ها گزارش 

 .Aو    Rhizoctonia solani Kühn  پرور ه مرد   ی هدا بده قدارچ 

rabiei    با اسددتفاده از ابزارeffectorP    انجام شددده اسددت، نشددان

  ط ی شدرا  حائز   ابزار   ن ی ا   از   اسدتفاده   با   ها ن ی پروتئ   ن ی داده اسدت که ا 

  ی القدا  در   آنهدا   ی رگر یی تغ کدارکرد    کده ی درحدال   اندد، نشدددده   دانسدددتده 

 ;Li et al., 2019 ) شدده اسدت    د یی أ ت  زبان ی در م   ی مرگ سدلول 

Wei et al., 2020; Shokouhifar et al., 2023 )  . ن ی ا   بر  

حذف شددده   ها ن ی پروتئ   توان ی م  ی ل ی تکم   ی ها ش ی آزما   در   اسدداس 

قرار داد. در مطالعه   ی شدداخص را مجدد مورد بررسدد   ن ی توسددط ا 

 حائز   ن ی پروتئ  108در مجموع حدود   لترها ی حاضر با اعمال تمام ف 

  ی در توال   ن ی تنها پنج پروتئ   ها آن  ان ی از م   که   ند شدد   شدناخته   ط ی شدرا 

مرتبط بدا عدامدل ترانوشدددت    ی م ی تنظ   ی هدا نگداره خود واجدد   بر ش ی پ 

bZIP    بر ش ی پ   ی نواح   در   ی م ی تنظ   ی هدا نگداره بودندد. اسدددتفداده از  

  یی زا ی مار ی ب   ی ها ژن   گر ی د   یی شددناسددا   در   ی ترشددح  ی ها ن ی پروتئ 

 Markstein et al., 2002; Zhang et )   اسدت   شدده  گزارش 

al., 2005; Seidl et al., 2012 ) .   حائز  ی ها ن ی پروتئ   ان ی م   در

  ی از نامزدها برا   ی ک ی به عنوان   GSH303  ن ی پروتئ   ک ی  ط ی شددرا 

 انتخاب شد.   ی شگاه ی مطالعات آزما 

  gsh303بودن ژن    یواقع  دیی أت  ی برا  یشگاهیآزما  مراحل

پاتوت  یژنوم  DNAسطح    در رشد    A. rabieiقارچ    پی سه 

  هر   در  شده   ینی بشیپ  یکشت نشان داد توال  طیمح  یرو  افتهی

  ریتکث  قطعات  یابییتوال  جی نتا.  است  یابیرد  قابل  پی پاتوت  سه

  ن یا  یتوال  پی پاتوت  سه  هر  یهاه یجدا  در  که  نمود  دییأت  شده 

وجود ندارد.    یتفاوت  چیه  ها آن ن یب  محافظت شده است و  ،ژن

ژن بتواند    نی ا  یانتظار داشت که تفاوت در توال  توان یلذا نم

  A. rabieiقارچ    ی هاپیپاتوت   ییزایماریبدر اختلاف قدرت  

نقطه   یهاجهش   است  شده   گزارش  که   گونههمان.  باشد  ثرؤم

قارچ  رگرییتغ  ی هاژن  در  یا   در   تواندیم  پرورمرده   یهادر 

نقش   زبان یمختلف م یهاپ ی ژنوت با  هاه یجدا برهمکنش  جه ینت

.  (Anderson et al., 2017; Wei et al., 2020)  د ینما  فایا

م  ط یدر شرا  رگرییتغ  یهاژن  معمولا با    ان یب  زبانیبرهمکنش 

  ان یکشت ب   ط یمح  دررشد    ط یدر شرا  و   دهندیم  نشان  ییالقا

  ن یا  بر.  (Singh et al., 2023)است    زیناچ  اریبس  هاآن

سه    ن یا  یابیرد  امکان عدم    ،اساس ترانوشت  سطح  در  ژن 

کشت قابل انتظار بود. مشاهده    طی در مح  افتهیرشد    پ یپاتوت

و عدم    ت ی فیک   ها نمونه  در  argapdhبان  ترانوشت ژن خانه

 نمود.   دیی ساخته شده را تا cDNA یآلودگ

  با   برهمکنش   ط ی شرا   در   gsh303ژن    ی اب ی رد   ی بررس   ج ی نتا 

  ن ی داد. در ا   نشان   انطباق مورد انتظار    ی با الگو   ی خوب   ه ب   پ ی پاتوت 

ک  ابتدا  ژن   cDNA  ت ی ف ی مرحله  از  استفاده  با  شده    ی ها ساخته 

و    ی در سطح ژنوم   A. rabiei   (argapdh )  و   abctنخود    مرجع 

.  قرارگرفت   د یی أ ت   مورد   حساس   و   مقاوم   نخود   اهان ی گ   ی ترانوشت 

کننده انجام    د یی تأ آلوده    ی ها نمونه   در   قارچ   بان خانه   ژن   ی اب ی رد 

با    ز ی ساخته شده ن   cDNA  ت ی ف ی ک   ن ی بود. همچن   ی زن ه ی مراحل ما 

  د یی تأ   شد.   د یی تأ در اندازه مورد انتظار    ی اختصاص   ی ها نوار مشاهده  

  ی آلوده در سطح ترانوشت نشان م   اهان ی قارچ در گ   ی اب ی امکان رد 

آلوده شده به    اهان ی استخراج شده از گ   RNA  ت ی دهد که کم 

  ج ی نتا  ن ی ا  نموده است.  ا ی امکان را مه  ن ی بوده است که ا  ی مقدار 

  برهمکنش  ط ی شرا  در  پ ی پاتوت  سه  هر  در  gsh303نشان داد ژن 

  ج ی نتا  ن ی ا . است  ی اب ی رد  قابل  ی زن ه ی ما  از  پس  ساعت  96 و  اه ی گ  با 

برهمکنش در    ط ی آن را در شرا   بودن   یی القا   و   ژن   ن ی ا   بودن   ی واقع 

 نمود.   د یی تأ کشت،    ط ی مح   ی رشد رو   ط ی با شرا   سه ی مقا 

ترانو  ان یب  ی الگو  یبررس    ط یشرا  در  bZIP  یس یعامل 

قارچ   گ   A. rabieiبرهمکنش  القا  اه یبا  روند    از   یینخود 

 Verma)را نشان داده است    یزنهیما  پس  ساعت  12  حدود

et al., 2016)  . ان یب  با   یسی ترانو  عوامل   انیب  ی الگو  ارتباط  

قارچ    نیب برهمکنش     طیدر شرا  ییزایماریب   با  مرتبط  یهاژن

rabieiA.   گ ن   اهان یو  است    زینخود  شده  گزارش 

(., 2015et alFondevilla )  .ژن    انیب  رودیم  انتظار  لذا

gsh303  ترانوشت   ن یا  با  مرتبط  یهانگاره حضور    لیبه دل  زین  

عوامل    ر یثأت.  شود  القاء   یریتاخ  زمان  با   ی ول  مشابه   یی الگو  با
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گزارش شده    ییزا  یماری در ب  ل یدخ  ی ژن ها  ی رو  یسیترانو

  در   VdFTF1  یسیترانو  عاملبه    توان یممثال    ی برااست.  

  ان یب   کهنمود    اشاره   Kleb. Verticillium dahliae  قارچ

طول    ییزایماریب  عوامل در  شده    در   را  ییزایماریبترشح 

تنظ  اه یگ   ن یهمچن.  (2018et al. Zhang ,)  کندیم  میپنبه 

عوامل    شده   داده   نشان که    TF1F  یسیترانواست 

(transcription factor Fusarium)  در  ، Fusarium

Snyd.  )Burkholder(  phaseoli f. sp. oxysporum

& Hans.  مهم    یهارگرییتغاز    یتعداد  انیب  میتنظSIX   

(Xylem-In-Secreted  )ژن   انیب  شیافزا  و  میتنظ  را  ftf1      با

  ی ارابطه  مارگریب  ییزایمار یبو    هارگرییتغ  ن یا  ان یب  شیافزا

 . (2016et al. Lanubile ,)  دارد میمستق
فوق نشدددان داد کده    ی هدا افتده ید مطدالعده علاوه بر    ن ی ا   ج ی نتدا 

انجام شدده سدطح مقاومت   ی ها ی در بررسد  MCC133  پ ی ژنوت 

  A .rabieiمختلف  ی هدا پ ید پداتوت   یی زا ی مدار ی ب را در برابر  یی بدالا 
  ی ها پژوهش  ج ی با نتا   ی مار ی بروز علائم ب  زان ی م   و  اسدت   برخوردار 

. علائم ( Shokouhifar et al., 2006)   داشدددت   مطابقت  ی قبل 

توسدط هر سده    ز ی ن   (ILC1929)موجود در رقم حسداس   ی مار ی ب 

 انتظار   هرچندد قرار گرفت.   د یید تأ مورد   PVIو    PI ،  PIII  پ ید پاتوت 

 ILC1929  ن ی لا   ی رو   PVI  پ ی خسدددارت پاتوت   زان ی م   رفت، ی م 

گزارش شدده    ی ا گلخانه   و  ی ا مزرعه   ی ها ی اب ی ارز   ج ی بر اسداس نتا 

 (Shokouhifar et al., 2003 )   باشد،   شتر ی ب   ها پ ی پاتوت   گر ی از د  

 آزمون   از  شدددده   گزارش   ج ی نتدا   بدا   حداضدددر   مطدالعده   ج ی نتدا  بدا   ی ول 

  ی ا شدددده ی شدددد   درون   ط یدد شددددرا   در   ن یدد لا   ن یدد ا   یددی زا ی مددار یدد بدد 

 (Firouzmand et al., 2023, Ramezani Khozestani 

et al., 2023 )    ی زن ه ید مدا   ج ی نتدا مطدابقدت داشدددت. در مجموع  

 .A قارچ   ی ها پ ی حسداس و مقاوم با پاتوت   ی ها پ ی ژنوت   ی ها برگ 

rabiei   ی ا شددده ی شددد   درون   یی زا ی مار ی ب  آزمون   روش داد    نشدددان  

 قرار   اسدددتفداده   مورد   ی مولکول   برهمکنش   مطدالعدات   در   تواندد ی م 

  ها برگ   ی رو   ی ا شده ی شد   درون   ط ی شدرا   در   اسدت  قادر  قارچ   و   رد ی گ 

خسدارت  زان ی در م   ی دار ی معن   تفاوت   ن ی همچن و    کند   نمو   و   رشدد 

و    PI ،  PIII  پ ید حسددداس و مقداوم در برابر پداتوت   پ ید ژنوت   ی رو 

PVI   گزارش شدددده قبدل    ج ی قدابدل مشددداهدده اسدددت کده بدا نتدا

 (Firouzmand et al., 2023 )   دارد.    ز ید ند   ن ید ا   ج ید ندتددا اندطدبدداق 

بر   PSh19-F/R ی اختصداصد   ی ها آغازگر نمود که    د یی تأ مطالعه 

حضدور قارچ  قادرند   ی اد ی ز دقت    با   argapdhژن    ی اسداس توال 

A. rabiei   آلوده در سددطح   اهان ی را در گDNA   وcDNA   ه ب  

 . ند ی نما  ی اب ی رد  ی اختصاص  کاملا   طور 
 

 ی ریگ جهینت
بر اسددداس    gsh303مطالعه ژن    ن ی ا   ج ی نتا   طبق  مجموع   در 

 یک ی وانفورمات ی ب   ی ها ی واکاو شده  توسط    ی اب ی ارز   ی شاخص ها 

  یشدگاهی آزما  ی شدد و در بررسد  نامزد  رگر یی تغ  ژن   ک ی عنوان    به 

  یابید رد  ی ژنوم  سدددطح   در   A. rabieiقدارچ   ی هدا پ ید پداتوت   ی رو 

  مشداهده   پ ی پاتوت   سده  در   ژن   ن ی ا   ی ها ی توال   ن ی ب  ی اختلاف   اما   ، شدد 

  ط ی مح   ی رو   ی ها پ ی رشدد پاتوت   ط ی در شدرا  ژن   ن ی ا   ان ی ب . د ی نگرد 

برهمکنش هر    ط ی در شدرا   آن   ان ی ب   ی نبود ول  ی اب ی کشدت قابل رد 

قرار    د یید تدأ مورد    MCC133مقداوم    پ ید بدا ژنوت   پ ید سددده پداتوت 

 یاب ید امکدان رد   عددم براسددداس نتدایج مطدالعده حداضدددر گرفدت.  

و   PVI  پ ی پاتوت  ان ی برهمکنش م   ط ی ژن در شددرا   ن ی ترانوشددت ا 

یم (  ی زدگ )حسداس به برق   ILC1929  ن ی مربوط به لا   اهان ی گ 

  بر ش ی پ   القاء   عدم   در   تفاوت فرضدیه به دلیل    ک ی   عنوان   به   واند ت 

  ی ها سددلول  کامل  مرگ   و   ت ی حسدداسدد  فوق   پاسددخ   ا ی   و   ژن   ن ی ا 

  انجدام .  رد ی گ   قرار   توجده مورد  در مطدالعدات تکمیلی  حسددداس  

 یاحتمال مشدددخص نمودن کارکرد    ی برا  ی ل ی تکم  ی ها ش ی آزما 

  ی رو   A. rabieiقدارچ    یی زا ی مدار ی ب  ط ی شدددرا در  gsh303 ژن 

بدرا   اه یدد گد   نید پدروتدئد   ی بدرا   ی رگدر یدید تدغد ندقدش    د یدیدد تددأ   ی ندخدود 

  ن ی ا   ن ی همچن . اسددت   ی ضددرور ژن    ن ی توسددط ا   شددده ی رمزگذار 

 کید را بده عنوان    ی ا شددده ی شددد  درون   یی زا ی مدار ی ب  آزمون  ، ج ی نتدا 

مطالعات برهمکنش   ی بررسد   ی و کنترل شدده برا   یی روش اجرا 

 . نمود   د یی تأ نخود    اه ی گ   و   A. rabieiقارچ  ان ی م   ی مولکول 
 

 ی قدردان و تشکر

مشدهد    ی دانشدگاه فردوسد   ی پژوهشد معاونت   از   از   له ی وسد   ن ی بد 

مشددهد    ی فردوسدد   دانشددگاه  ی اه ی گ   علوم  پژوهشددکده  ت ی ر ی و مد 

  ن ی ا   ی برا   ی شدددگداه ی آزمدا  ی و فضدددا  امکداندات  نمودن  فراهم   بدابدت 

  ی ها   نه ی هز  .گردد   ی م   ی سددپاسددگزار   مانه ی صددم   ق ی تحق   ن ی ا   انجام 

معاونت   توسددط   55456 شددماره مطالعه از محل بودجه طرح    ن ی ا 

 شده است.   ن ی مشهد تام   ی دانشگاه فردوس  ی پژوهش 
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Abstract 

Background and Objectives 

In the context of pathogenicity in host plants, many fungal pathogens produce and secrete a 

range of small molecules, including proteins and secondary metabolites. Some of these 

molecules are known as pathogenic factors, and they play a specific role in manipulating 

interactions between the pathogen and host plants. Typically, these agents are referred to as 

effectors. Effector proteins are pivotal in the pathogenicity process of phytopathogenic fungi 

and their colonization of host plants. Identifying and analyzing the functions of effector 

proteins are essential steps in understanding pathogenicity mechanisms, symbiosis, and plant 

defense strategies. 

Ascochyta blight, caused by the fungus Ascochyta rabiei, stands as one of the primary limiting 

factors in chickpea cultivation, presenting a challenge wherever this plant is grown. The 

availability of genomic and transcriptomic data for A. rabiei, both in vitro and during its 

interaction with the plant, facilitates the identification of virulence and effector genes. In this 

study, our primary objective was to investigate the gsh303 gene as a candidate effector in 

different pathotypes (I, III, and VI) of A. rabiei. 

Materials and methods 

Genomic data associated with A. rabiei were obtained from the NCBI database. We utilized 

SignalP v4.1, SecretomP v2.0, TMHM v2.0, and EffectorP v3.0 software for the screening of 

candidate effector proteins, ultimately identifying the gsh303 gene as a potential effector gene. 

We also conducted an investigation into the presence of homologous and orthologous 

sequences. 

Subsequently, specific primers were designed for the gsh303 gene, and we tracked its presence 

in different pathotypes of A. rabiei. This was achieved by performing polymerase chain 

reaction (PCR) both in vitro and during the interaction between the plant and pathogen, 

encompassing both the genome and transcriptome levels. 

Results 

The findings of our study indicate that the nucleotide sequence of the gsh303 gene comprises 

a single exon without any introns. To detect the gsh303 gene, we designed PSh303F/R specific 

primers based on its upstream and downstream regions. A 599-base pair fragment was 

Plant Protection (Scientific Journal of Agriculture) 

46(2), Summer, 2023 



 

successfully amplified by PCR, confirming the presence of the gene in the genomes of all three 

pathotypes. 

While the expression of the gapdh housekeeping gene was verified at the transcriptome level 

in the culture medium, we were unable to confirm the detection of the gsh303 gene at the 

transcript level. To further investigate the expression of this gene during the plant-pathogen 

interaction, we inoculated two chickpea cultivars, one resistant (MCC133) and one sensitive 

(ILC1929), with three pathotypes of A. rabiei (I, III, and VI). After 96 hours of inoculation, we 

collected samples from the inoculated plants for DNA and RNA extraction. Our results from 

tracking the gsh303 gene during the interaction conditions at both the genome and transcript 

levels revealed the amplification of 599 bp and 591 bp fragments, respectively. 

Discussion 

In our current study, we employed bioinformatics methods to predict the gsh303 effector gene 

and identified it as a candidate effector. Furthermore, we confirmed the presence of this gene 

in all three pathotypes of A. rabiei under in vitro conditions. Utilizing fungal genomic DNA as 

a template, a specific band of 599 base pairs was successfully amplified via PCR. Examining 

the expression pattern of the gsh303 gene in two cultivars infected with pathotypes I, III, and 

VI of A. rabiei at the transcriptome level revealed consistent expression 96 hours post-

inoculation across all three pathotypes. 

The identification of effector genes holds promise for the development of resistance genes 

based on genomic data, paving the way for the production of more resilient cultivars resistant 

to disease. 
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