
 

         
          10.22055/ppr.2024.45138.1714 

 

جهش   ی انتخاب   ر ی با استفاده از سامانه تکث   زدگی برق   ی مار ی نخود حساس و مقاوم به ب   های پ ی ژنوت   ز ی تما   

 

 2 ممرآبادیو مجتبی  * 1 فر ی فرهاد شکوه

 

 ( shokouhifar@um.ac.ir)   ران ی مشهد، مشهد، ا   ی دانشگاه فردوسی،  دانشکده کشاورز   ، ی پزشک اه یگ   گروه ،  یار استاد  نویسنده مسوول: * -1

 رانی مشهد، مشهد، ا   ی دانشگاه فردوس ی،  دانشکده کشاورز  ، ی پزشک اه ی گ  گروه ،  یار دانش  -2

 

30/10/1402تاریخ پذیرش:                                           70/08/1402تاریخ دریافت:   

 چکیده

دوناسوایی کننده زراعت نخود در کشوورهای مختف  می بادود  محدودو زدگی نخود یکی از عوامل مخرب بیماری برق

تواند در تسووریع و اازایش ی بر ردیابی ژنومی صووفت مقاومت میهای مولکولی مبتنمنابع مقاومت با اسووتفاده از رو 

هوای مرتب  بوا مقواوموت جهوت ردیوابی منوابع مقواوموت بوا  آلولای کوارکردی و  بوادوود  اسووتفواده از جهش نق وه  مؤثررانودموا  

های گزینش منابع مقاومت به بیماری می تواند در پیشوبرد برنامه(  ARMSسوامانه تکثیر انتخابی جهش   رو اسوتفاده از 

هوای  آغوازگربوا اسووتفواده از   GSh118-2773ای جوایاواه  بوادووود    روه دربرگیرنوده جهش نق وه  مؤثرزدگی بسوویوار  برق

یابی دود و زدگی تکثیر و توالی( به بیماری برقILC263( و حسواس  MCC133اختصواصوی در دو ژنوتیپ نخود مقاوم  

های مقاوم و  ترتیب در نمونهبه  GSh118-2773gو حسوواسوویت    GSh118-2773Cهای مرتب  به مقاومت آللحضووور  

توانسوت روی ژنوتیپ  PSh18-R و   PSh18-Fcمقاومت  آللهای اختصواصوی ردیاب آغازگردود  جفت  تأیید  حسواس  

هوا را بوا اسووتفواده از آلولجفوت بوازی مورد انتروار را تکثیر نموایود  نتوایر تکثیر اختصوواصووی    330  روه   MCC133مقواوم  

مقاومت می تواند در م الرات گزینش   آللهای اختصوواصووی آغازگراسووتفاده از جفت   نمود تأیید   یهای ردیابآغازگر

 زدگی مورد توجه  رار گیرد به بیماری برق مقاومنخود مولکولی منابع 
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 مقدمه 

که در کشتتتورهای  استتتت  نخود یکی از حبوبات زراعی  
منابع  کی از این محصتو  یبذرهای   .شتود.کشتت می متعددی

ارزش غتذایی از  رود کته  غنی پروتئین گیتاهی بته شتتتمتار می

 ;Devasirvatham et al., 2012)  برخوردار استت ییبالا

et al., 2015 Mehta).    این گیتاه در غتا تن منتایر ایران
با ستت ب برداشتتت با   بر بخصتتود در غرو و شتتما  غرو 

هکتار کشتت دی  کشتت کار  496هکتار کشتت آبی و    5900
شتتتود و از این منار ایران در رتبته مهتارم، په از هنتد،  می

میزان   (. از نارFAO, 2016استتترا یا و پاکستتتان  رار دارد )

و ی از نار  در رتبه هشتتت  اهانی  رار داردنخود ایران  تو ید  
اایگاه خوبی برخوردار نیست. رتبه ایران  از  سط عملکرد متو

در هفده  و  در رده آبی    کشتتتاز نار متوستتط عملکرد در 

(.  FAO, 2016)  داردکشتت دی  در رتبه پنجاه  اهان  رار 
کشتتتتت دی ، عتدم  تنش آبی در  از املته  مختلفی  عوامت   

های گیاهی و  های روز، بیماریفناوریها و  استتتتفاده از نهاده 

ن بودن عملکرد نخود در ایران ذکر یتورم بته عنوان د یت  پتای
 .(Ghamghami & Beiranvand, 2022)اند شده 

از ناشتتتی  زدگی  برق  های زیستتتتی، ازاملته بیمتاریتنش

هتای  بیمتارییکی از    Ascochyta rabieiزای   تار  بیمتاری
به  را   هرستتا ه خستتارات زیادیمخرو مزارع نخود استتت که  

Peever ) کندوارد میاین محصتو  در کشتورهای مختل   

2012, .et al).    هتای  در برخی از ستتتا این بیمتاری  تارمی
 برده از بین  را مزارع نخود  درصتتد از محصتتو   90ا تپرباران  

خستارت بیماری  که  د  ندهنشتان می  ی متعددهاگزارش .استت

های پر بارش که می تواند به  خصتتود در ستتا هبزدگی برق
افزایش عملکرد در زراعتت نخود منت  شتتتود، بته یور  تابت   

و خستارت ا تصتادی به کشتاورزان وارد    یافتهتواهی شتیوع  

یتابی بته منتابع مقتاومتت و تو یتد ار تام نخود  نمتایتد. دستتتتمی
بیمتتاری می بتته این  این خستتتتارتمقتتاوم  بروز  هتتا توانتتد از 

گستتتردگی منایر آ وده به این  با این حا ، الوگیری نماید. 

Shokouhifar ) زا در آنهتای بیمتاری تار  و تنوع اتدایته

 , 2003b;.et al Shokouhifar ;a, 2003.et al

, 2019; .et al Farahani ;, 2011.et al Nourollahi

, 2021.et al Farahani)یتابی بته منتابع مقتاومتت ، دستتتت

 
 

بتدین مناور در استتتتت.   پتایتدار را بتا مشتتتکت  روبرو نموده 
های این  زایی ادایهم تا عتات متعتددی تنوع ژنتیکی و بیمتاری

استت. در یکی از   ار  در منایر مختل  ایران بررستی شتده 
آوری از منایر  های امعادایهانجام شتتده  اامع   هایم ا عه

زایی با  درت بیماری  شتتتش گروه پاتوتی یدر   مختل  ایران

 ,.Shokouhifar et al)  انتتدشتتتتده بنتتدی  متفتتاوت گروه 

b2003)ها در منایر مختل  . بررستتی تیپ آمیزشتتی ادایه
کننده حضتور هر دو تیپ زایشتی در منایر کشور کشتور تایید

;Mahmoodi & Banihashemi, 2004 )  بتتاشتتتتدمتتی

; Farahani et al., 2021Nourollahi et al., 2011) 

و  امعیتت این بیمتارگر  دستتتتت آمتده از  هایلاعتات بت   .

تواند  ا گوی حضتتتور تنوع آن در منایر مختل  کشتتتور می
 .منابع مقاوم نخود مهیا نمایدشناسایی مبنای مناسبی را برای 

بیمتتاری   این  برابر  مقتتاومتتت در  منتتابع  از گزینش  یکی 

  هتای مختلفی برایروش  .رودبته شتتتمتار میهتای مه   متا ش
پلاس  و همچنین گزینش رمژدر میان    تمنابع مقاوم  شناسایی

برنتتامتتهدر   استتتتتحین  بوده  اصتتتلاحی مورد تواتته    هتتای 

(, 2011; .et al , 2006; Pande.et al Shokouhifar

, 2023; .et al , 2021; Firouzmand.et al Newman

, 2023.et al Ramezani Khozestani)    .هتتای  روش

گزینش مبتنی بر نشانگرهای مو کو ی گزینش منابع مقاومت  
اند  ممکن ستتاخته نشتتانگرهای مو کو ی و ژنی  را بر استتاس  

(Sudheesh et al., 2021)  .  روشدراختیتار  رار گرفتن-

متو تکتو تیای  هتت  شتتتتدن  و    نتویتن  و  هتتای  داده فتراهت   ژنتومتی 
داشتته  ها  آنا یز داده توانند مزایای متعددی را در میترانوشتتی  
هتای  فرآینتدهتای مو کو ی دخیت  در بروز پتدیتده و ارزیتابی  

et al Li. ;2017 ,) را تستتتهیت  و تستتتریع نمتاینتدزیستتتتی  

, 2022.et al Zangene).  مرتبط  های  آ  ها و  گزارش ژن
زدگی ستتبن شتتده استتت تا روش با مقاومت به بیماری برق

  کارگرفته شتودهدر برخی از م ا عات باین استاس    رگزینش ب
(et  , 2019; Udoh.et al Li et al., 2017; Deokar

, 2023.et al , 2021; Singh.al). 
ی بتا استتتتفتاده از ستتتتامتانته تک یر روش گزینش مو کو 

مو کو ی    هتاییکی از روش(،  ARMS)1یتا  انتختابی اهش  

  های مختل  مستئو  ی  صتفتآ  ها و  اهت تمایز ژنوتیپ

1- Genome-Wide Association Study 
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 ;Newton et al., 1989)  استتتدر ستت ب امعیت هد   

Little, 1995)و روشیابی  . این روش در مقایستتته با توا ی

تواند با هزینته کمتر و ستتترعت عمت  میای ستتتنتی فنوتی ی  هت 

ای در ستتت ب هتای یت  اهش نق تهآ ت بتالاتر در تمتایز  

امعیتت و نمونته هتای ژنتیکی متفتاوت مورد استتتتفتاده  رار 

 روش.  (Bui & Liu, 2009; Liu et al., 2012) گیرد

ARMS گیرد کته برای توا ی  هتایی را بته کتار میآغتازگر

بالا یکی از ویژگی  حستاستیتموردنار اختصتاصتی هستتند.  

ی اختصاصی  هاآغازگربه شمار می رود.    روشای مه  این  ه

هتد     آ ت امکتان تک یر   عته را دارنتد کته  تنهتا زمتانی   هتاآ ت 

 تابت  هتا  آ ت نمونته مواود بتاشتتتد و ستتتایر  محتوی ژنومی  در 

حضتتتور  ARMS  واکنش. په از انجتام  بودتک یر نخواهنتد  

کننده ها مشتتخ و یا عدم حضتتور آن PCR محصتتولات

-Duta).  تهتد  استتتت   آ ت حضتتتور و یتا عتدم حضتتتور  

Cornescu et al., 2009).    در حتا تت معمو    روشاین

ی  آ ل توانتد ژنوتیتپ هتروزیگوت را نیز در یت  اتایگتاه  می

در صتورت استتفاده .  (Bui & Liu, 2009)نماید   شتناستایی

توان از  فلورستتنت متمایز می  برمستتنهای دارای  آغازگراز  

های مختل  آ    شتتناستتایی یور همزمان اهت  هب روشاین  

 ,Bui & Liu)ای استتفاده نمود در ی  اایگاه اهش نق ه

2009; Zhang et al., 2013)  .  به مقادیر   روشعلاوه این  به

باشتد  حستاس میبستیار  هد     آ  مربوط به   DNAاندکی از 

تواند حضتور ژنوتیپ هد  را تشتخی  دهد. با استتفاده و می

انتدکی از    روشاز این   ژنومی گیتاه   DNAتنهتا بتا مقتادیر 

های مورد نار را تشخی  داد و به عنوان  آ  توان حضور  می

توانتد در م تا عتات گزینشتتتی مورد می  مخروغیریت  روش 

 .(Dar et al., 2019) استفاده  رار گیرد

مربوط بته  هتای  آ ت  در تمتایز    ARMS  روش ای  در م تا عته 

نق تته  ژنی اهش  در اتتایگتتاه  کتتارکردی   pvr2-eIF4E  ای 

بترابتر   در  فتلتفتت   گتیتتاه  متقتتاومتتت  کتنتتتر     از یتیتفتی  مستتتئتو  

 Rubio et) کارگرفته شتده استت  ه با موفقیت ب ها ویروس پوتی 

al., 2008 ) .    روش استتتتفتاده از  ARMS   هتای  آ ت  در ردیتابی

ژن   بتتتا  بتته  Bs2 متتترتتتتبتتتط  متتتقتتتاومتتتت  مستتتتتئتتتو    ،

 
 

در     Xanthomonas campestris pv vesicatoraباکتری 

ستتازی شتتده استتت و برای گزینش م فلف  با موفقیت بهینه ا ار  

بتا موفقیتت    ر   لاین و    80ار تام مقتاوم بته این بیمتاری از میتان  

 .  ( Truong et al., 2011) است  رار گرفته استفاده مورد 

(  GWAS1در نتیجه مقایستته ت بیقی تمام توا ی ژنومی )

بیمتاری  متفتاوت مقتاومتت بته  ات  ژنوتیتپ نخود بتا درات   69

  2773ای کتارکردی در مو عیتت  یت  اهش نق ته  زدگیبرق

بر روی کروموزوم شماره   وا ع  LOC105851082روی ژن  

. بررستی (Li et al., 2017)  شتده استت  شتناستایی نخود   4

( در MCC133این اتایگتاه ژنی در ژنوتیتپ نخود مقتاوم )

در لاین حستتتتاس نخود   این اتتایگتتاه  توا ی  بتتا  مقتتایستتتته 

(ILC263 بته )متمتایز در ژنوتیتپ هتای   آ ت دو    شتتتنتاستتتایی

.  ( Zangene et al., 2022)مقاوم و حساس منت  شده است  

توانتد بتا  میای هتای اهش نق تهدر اتایگتاه هتا  آ ت واود این  

  ARMS روشمانند   های مو کو ی مناستنروشاستتفاده از 

استتتتفتتاده  رار گیرد منتتابع مقتتاومتتت مورد   اهتتت گزینش 

(Udoh et al., 2021). 

و بته مناور   ARMSبتا تواته بته مزایتای روش مو کو ی  

کو ی منتابع مقتاومتت   در گزینش مو  روشگیری از این  بهره 

زدگی نخود، م تا عته حتابتتتر بتا هتد  بهینته بته بیمتاری برق

های مرتبط با مقاومت به    آازی روش ردیابی مو کو ی  ستتت 

های اختصتاصتی یراحی آغازگربراستاس    زدگیقبیماری بر

در   GSh118-2773  ایشتتتتده برای اتایگتاه اهش نق ته

 شد.های نخود انجام ژنوتیپ

 

 ها مواد و رو 

 سازی مواد گیاهیآماده

)  نتختود  ژنتوتتیتتپدو   متقتتاوم ILC263حستتتتاس  و   )

(MCC133)  زدگی معرفی شتده در م ا عات به بیماری برق

بتتذری    (Shokouhifar et al., 2006) تتبتت    بتتانتت   از 

.  تهیه شتد   مشتهد پژوهشتکده علوم گیاهی دانشتگاه فردوستی

بتا استتتتفتاده از محلو     بتذور په از بتتتتدعفونی ستتت حی

 15به مدت کلر فعّا  درصد  ی حاوی سدی  هی وکلریت 

1 - Genome-Wide Association Study 
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استتری  هری  به مدت   مق ردر آو شتستتشتو  د یقه و دو بار 

پتری استری  حاوی کاغذ صافی های  تشت د یقه، درون    10

ستتتاعت  48زنی  رار گرفتند و به مدت مریوو اهت اوانه

  دراه ستلستیوس نگهداری شتدند 24±1دمای در تاریکی و  

(Al-Tanbouz & Abu-Qauod, 2016) پن  بذر اوانه .-

هر ژنوتیتپ در گیتاه مربوط بته حتاصتتت  از تت ده و ستتتا    ز

یتت استتتتریت   هتای حتاوی مخلوط کوکوپیتت و پر گلتدان

با آو مق ر استتری ، شتده آبشتویی   ( و سته بار1به   1)نستبت  

 45ها به مدت  اهت تو ید گیاهچه سا   کشت شدند. گلدان

دراه ستلستیوس به ترتین در  24تا   16روز در شترایط دمایی  

ستاعته درون اتا    16روشتنایی دورۀ  یو  شتن و روز و با 

 رشد )ساخت شرکت گروگ، ایران( نگهداری شدند.

 DNAبرداری و استخراج نمونه

یافته نگهداری شتد  در هر گلدان سته گیاهچه ستا   و رشتد

هتا حتذ  شتتتدنتد. از هر گیتاهچته ستتته برگ و متابقی گیتاهچته

 -80 دمای اداستتتازی و در DNAاوان اهتت استتتتخرا  

ها در گیاهچه  تستت ب مقاوم  تأییدتا زمان دراه ستتلستتیوس 

 DNAاستتتخرا  .  ندزدگی نگهداری شتتدمقاب  بیماری برق

 100میکروتیوو حتاوی حتدود  حج  ک  و درون  بته روش  

  برداری شتتتده انجتام شتتتدهتای نمونتهگرم از پودر برگمیلی

(Doyle & Doyle, 1987)  کتمتیتتت و  کتیتفتیتتت   .DNA 

 ی استتتخرا  شتتده به وستتیله ا کتروفورز روی ژ  آگارز 

 DNAبودن   PCRدرصتتد مورد بررستتی  رار گرفت.  اب   

با استتفاده از ردیابی ژن خانه    شتده از هر دو ژنوتیپاستتخرا 

با    (LOC101505577)شتمار  گیاه نخود با رس ABCTبان  

-PABCTبا مشتخصتات  آغازگرهای اختصتاصتیاستتفاده از 

F  (5´-TCA CAG GTT GTG ATG GAG TCTG-

 PABCT-R  (5´- CCT CAA ATC TTGو    (´3

TTG GGG TGTC-3´  )  گترفتتتمتورد  بتررستتتتی  ترار 

(Reddy et al., 2016). 

 زاییآزمو  بیماری

بته پتاتوتیتپ    Ascochyta تار     PIIIاتدایته مربوط 

rabiei  شتتده در م ا عات  بلی  شتتناستتایی (Shokouhifar 

et al., 2003b)  هتای دانشتتتگتاه  از بتانت  میکروارگتانیستتت

 FUM به شماره رفرنه  (WDCM 1207)فردوسی مشهد  

1003/ASR003  با روش تهیه شتد. ستوست انستیون است ور  ار

تهیته و در هتای  بلی نگتارنتدگتان  در م تا عتهشتتتده شتتترا داده 

.  ( Shokouhifar et al., 2006)  غلات مناستتن آماده شتتد

های نخود مقاوم و حستاس در های مربوط به ژنوتیپگیاهچه

ستتوستت انستتیون  یتر میلی 25مرحله پن  برگی با استتتفاده از  

استت ور   610 با غلات  A. rabiei ار    PIIIاستت ور پاتوتیپ  

گیتاهتان بته متدت    ،زنیپه از متایته  زنی شتتتد.متایته  یتردر میلی

دراه ستتلستتیوس و زیر  18دمای   در ستتاعت در تاریکی 24

داری  نگهاشتتباع ریوبتی  شتترایط  های پلاستتتیکی با پوشتتش

دراه ستلستیوس در  24و   16شترایط دمای   هو ست ه ب  شتدند

در اتا   ستاعت  16یو  روز و شتن با یو  دوره روشتنایی 

رشتتتد )ستتتاختت شتتترکتت گروگ، ایران( منتقت  شتتتدنتد.  

ها و  از گیاهچهماکروسکوپی و میکروسکوپی تصتویربرداری  

زنی په از مایه پانزده در روزهای پنج  و  علای   مشتتتاهده 

 انجام شد.

 آغازگرطراحی توالی ژ  و   بازیابی

بته    SNP18ای کتارکردی  توا ی ژن حتامت  اهش نق ته

بر روی کروموزوم    وا ع  LOC105851082شتماره بازیابی 

 های بان  ژن در، از داده (Li et al., 2017)نخود   4شماره 

 رفتهای اختصتتاصتتی آغازگرشتتد.   بازیابی  NCBI پایگاه 

ژنتوتتیتتپآ تت ردیتتاو   بتتا  مترتتبتط  متقتتاوم هتتای  نتختود  هتتای 

(MCC133( و حساس )ILC263  بر اساس اایگاه اهش )

از    GSh118در مو عیتت ژن    2773ای  نق ته بتا استتتتفتاده 

´Fc-PSh118  ( -5هتای  بته نتام SnapGene V5.2افزار نرم

- GTG TCC CTC TGC TGT GGA CAA TGG

و  3´  )Fg-PSh118  (GTC CCT CTG TGG  -5´

3´-ACA ATGC   )  آغازگربه همراه ی  یراحی شتتتد و 

´R-118.2PSh (AGT ACC ACC  -5به نام    برگشتتت

3´-ACA AGC ATC TTC AGA   )  توستتط شتترکت

 .(et al., 2022 Zangene) شد اختهسیناکلون، ایران س

 بهینه اتصالو تریین دمای  PCRمحتویات 

ای پلیمراز در واکنش زنجیره هتای هتد  بتا انجتام   عته 

  12/ 5میکرو یتر بتا محتویتات هر واکنش شتتتامت     25حج   

)شترکت ستیناکلون، ایران(،   Master Mix 2xمیکرو یتر  

بستتتته به هد    اختصتتتاصتتتی های  آغازگر پیکومو  از    5
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)   DNAمیکرو یتر  واکنش، یتت    نتتانوگرم(    ~50ژنومی 

، با  در نهایت با آو مق ر استتری  به حج  رستانده شتد که  

  ثتانیته   45مرخته بتا )   35و    C ̊  94د یقته در    3  دمتایی برنتامته  

و    آغازگر هر افت   اتصتتتا  در دمای   ثانیه   C ̊  93 ،45  در 

نهتایتت  ( و  C ̊  72  در   د یقته   یت    در دمتای   د یقته   5در 

C ̊72    در دستتتگاه ترموستتایکلر (BOECO Thermal 

Cycler TC-TE, Germany )   .کیفیت  اب   تک یر شتتد

PCR  بودنDNA  های  استتتتخرا  شتتتده توستتتط ژنوتیپ

استتتتفاده از آغازگرهای اختصتتتاصتتتی  مورد بررستتتی با 

PABCT-F/R   (Reddy et al., 2016 )    اتصا  در دمای  

تک یر   عه دربرگیرنده  دراه ستلستیوس بررستی شتد.    58

متو تعتیتتت   از    GSh118-2773اتهتش  استتتتتتفتتاده  بتتا 

 -´PSh118-F   (5هتای  هتای اختصتتتاصتتتی بته نتام آغتازگر 

GAC TGG ACC ACA AGG CTG AAGA -3´ )

 PSh118-R   (5´- AGT ACC ACC ACA AGCو  

ATC TTC AGA -3´  ) (Zangene et al., 2022 )    در

  اتصتا  دمای دراه ستلستیوس انجام شتد.   62  اتصتا  دمای 

نتتام آ تت    ی هتتای ردیتتاب آغتتازگر  بتته  هتتد   هتتای  هتتا مورد 

PSh118-Fc    وPSh118-Fg    اتصتتتتا  بتا اعمتا  دمتای  

 دراه سلسیوس تعیین شد.   70تا    63/ 5

 یابی و همردیفیتوالیو  PCRمحصول  واکاوی

های انجام شتده برروی ژ  آگارز ی  محصتو  واکنش

 یتر رنگ مرئی ستتتاز در میلی  درصتتتد حاوی ی  میکرو یتر

DNA  (green viewer Pars Toos, Iran)    ا کتروفورز

هتای نخود مقتاوم و  گردیتد.   عته تک یر شتتتتده از ژنوتیتپ

  PSh118-F/Rهای اختصتاصتی آغازگرحستاس با استتفاده از  

متو تعتیتتت   بصتتتورت    GSh118-2773دربترگتیترنتتده اتهتش 

یابی شتد.  ژن کره انوبی توا یدواهته توستط شترکت ماکرو

  Chromas V2.5با استتتفاده از نرم افزار های دواهته  توا ی

(https://technelysium.com.au متنت تبتر یتکتتدیتگتر  بتر   )

یابی   عات تک یر شتتده همردیفی مندگانه نتای  توا یشتتد.  

نترم از  استتتتتفتتاده  بتتا  نتختود  ژنتوتتیتتپ  شتتتش   CLC  افتزاراز 

Genomics Workbench Premium 23.0.5    انجام شتد

 های مرتبط با ژنوتیپ مقاوم حساس مشخ  شد.آ  و 

 نتایر

 های نخود های ژنوتیپ س ح مقاومت گیاهچه  تأیید 

گتیتتاهتچتتهزدگتی  بترقبتیتمتتاری  عتلایت   او تیتن   هتتای  روی 

زنی های نخود مقاوم و حستاس هفت روز په از مایهژنوتیپ

و    A. rabiei ار    PIIIبا ستتوستت انستتیون استت ور پاتوتیپ  

هتای کومت  نگهتداری در شتتترایط گلختانته بتا بروز زخ 

روی ژنوتیتپ  فرورفتته نتاشتتتی از تخریتن لایته اپیتدرمی برگ 

با تغییر مح  زخ  و به مرور ( ظاهر شتتد  ILC263حستتاس )

هتای  برگچتهروی  (.  A-D-1)شتتتکت   رنتگ توستتتعته یتافتت  

تیمار شتتتده در زمان هفت روز په از  ژنوتیپ مقاوم  گیاهان  

بتا بزرگنمتایی  متایته بتا  تار   بیمتاری    علای برابر نیز    4زنی 

مشتاهده نشتد. شتدت خستارت بیماری روی ژنوتیپ حستاس  

ها با  روز په از مایه زنی گیاهچه 15ستتتبن شتتتد تا در زمان 

بیمتاری برق  علای کته    مرگ کتامت  روبرو شتتتونتد در حتا ی

روز په    15تا زمان  به بیماری  مقاوم  نخود  ژنوتیپ  دگی در  ز

 .بودمشاهده ن اب   PIIIبا پاتوتیپ زنی از مایه

شتده  بروز علای  بیماری و روند توستعه آن با علای  گزارش 

عتدم مشتتتاهتده علای  در    ، ( Singh et al., 2022)  م تابر بود 

مختل  زنی و در تکرارهتای  هتای شتتتتاهتد بتدون متایته نمونته 

زا بتا علای  مشتتتابته در نمونته تتاییتدکننتده عتدم واود عتامت  بیمتاری 

هتا و نحوه  یتافتته روی برگ ای مورد بررستتتی بود. علای  بروز هت 

 Firouzmand et) شتتده های منتشتتر ها با گزارش گستتترش آن 

al., 2023 )    کتنتتتر کتتامتلا   ارزیتتابتی  بتته  اثترات  متربتوط  شتتتتده 

هتای مقتاوم و  روی ژنوتیتپ   A. rabieiهتای  تار   پتاتوتیتپ 

شتده روی  حستاس در شترایط درون شتیشته نیز با علای  مشتاهده 

 های ژنوتیپ حساس در م ا عه حابر ان باق داشت. برگ 

های مورد بررستی مربوط این نتای  نشتان داد که گیاهچه

 PIIIدر مقتابت  پتاتوتیتپ    ILC263و    MCC133بته ژنوتیتپ 

باشتتتند.  ذا  به ترتین مقاوم و حستتتاس می  A. rabiei ار  

هتا را بته عنوان  ژنومی این گیتاهچته  DNAتوان محتوی  می

های مقاوم و حساس اهت تمایز مورد نماینده وا عی ژنوتیپ

ها  شتده این ژنوتیپ بررستی  رار داد. ا گوی مقاومتی مشتاهده 

با ست ب مقاومتی و میزان خستارت گزارش شتده در م ا عات 

من بر بود.  (Shokouhifar et al., 2006) بلی 
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(، میزا  خسارت بیماری روی  A-Dهای ژنوتیپ حساس نخود  زدگی روی برگچه بیماری برقعلایم مراحل ظهور و توسره  -1دکل 

 ارچ   PIIIها با پاتوتیپ ( پانزده روز پس از مایه زنی گیاهچه MCC133( در مقایسه با ژنوتیپ مقاوم  ILC263ژنوتیپ حساس   

A. rabiei   
Figure 1. The stages of symptoms emergence and disease development of Ascochyt blight on leaflets of 

susceptible genotype of chickpea (A-D), disease damage on the susceptible genotype (ILC263) compared to 

the resistant genotype (MCC133) fifteen days after inoculation of the seedlings with the pathotype PIII of 

A. rabiei. 

 

در نواحویوه  نوقو وهردیوابوی  در بورگویورنوده جوهوش  ای 

 زدگی حساس به برق های نخود مقاوم وژنوتیپ

  PSh118.2-F/Rهای اختصتاصتی  آغازگربا استتفاده از  

(Zangene et al., 2022)     شتتتکت(2-  A  ردیتابی   عته )

در   GSh118-2773ای کتارکردی  اهش نق تهدربرگیرنتده  

  LOC105851082به شماره بازیابی    GSh118مو عیت ژن  

(Li et al., 2017)،    درDNA  هتای نخود  ژنومی ژنوتیتپ

یت  بته تک یر  (  MCC133( و مقتاوم )ILC263حستتتاس )

منت     bp 630انتاار به یو   مورد  اختصتاصتی در اندازه    عه

تفاوتی میان   ،شتده تک یر   عه(. از نار اندازه  B-2)شتک   شتد  

ا گوی ا کتروفورزی   درهای نخود مقاوم و حستتاس  ژنوتیپ

 مشاهده نشد. PCRمحصو  

مقاوم    های ¬ پیدر ژنوت   کسانی  عه در اندازه    ن یا  یابیرد

با گزارش نخود   ,.Zangene et al)  ی بل  های¬و حساس 

 ,.Li et alم ابر با گزارش )  ن ی( ان باق داشت. همچن2022

م2017 انتاار  آ ل  رفت¬ی(،  و    انیم  یتفاوت  مقاوم  ار ام 

اا در  کارکرد  گاه یحساس   SNP  تیمو ع  یاهش 

pos5275    عه    یابی¬یتوا    یاساس نتا  ن ی. بر اشودمشاهده  

مورد    PSh118.2-F/R  ی آغازگرها  له وسی¬ به  شده ¬ریتک 

  رار گرفت.  یبررس
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و    PSh118-F/Rهر یگزو  هوم، آغازگرنای    SNP18-POS5273نشکا  هنده  وقعیک  هش  نطه  یی   GSh118نمای شکمایک  ن    - 2شکل  

(  ILC263( و حسکا  ) MCC133یسکترری  شکه  یز ننقیکه نای وطاوم )   DNA(، یلگقی یللتروفقرزی  A)   یختصکایک   PCRعهی  عاب  یلثکر با  

یلثکر شکه  یز ننقیکه نای وطاوم و    PSh118-F/Rیختصکایک  آغازگرنای یختصکایک     PCR(، یلگقی یللتروفقرزی وحصکق  Bوقره وهالی  ) 

 ی  ککلقبازی   DNA: نشانگر وزن  L،  ( Cحسا  ) 
Figure 2. Schematic representation of GSh118-2773 gene showing the position of SNP18-POS5273 point mutation 

on the second exon, the binding site of the PSH118-F/R specific primers and the amplifiable fragment by specific 

PCR (A). The electrophoresis pattern of extracted DNA from resistant (MCC133) and sensitive genotypes (ILC263) 

of chickpea (B). The electrophoretic pattern of specific PCR product amplified from resistant and sensitive 

chickpea genotypes by PSh118-F/R specific primers (C). L: one kb size marker. 

 

 های نخود ای در ژنوتیپردیابی جهش نق ه

تتوا تی دونتتتتایت   از یتتابتی  شتتتتده  تتکت تیتر  یترفتته  ت تعتتات 

هتای مقتاوم و حستتتاس بتا استتتتفتاده از آغتازگرهتای  ژنوتیتپ

همردیفی مندگانه حضتتور ی  اهش  اختصتتاصتتی په از 

(.  3نوکلئوتیدی را نشتان داد )شتک    2773ای در اایگاه  نق ه

در این اایگاه در ژنوتیپ مقاوم نوکلئوتید ستیتوزین مشتاهده  

که در ژنوتیپ حستتاس مشتتابه با توا ی رفرنه  شتتد در حا ی

ثبت شتده در بان  ژن نوکلئوتید گوانین حضتور دارد )شتک   

در من قته کتدکننتده اگزون    2773(. اتایگتاه نوکلئوتیتدی  3

 رار دارد و نوکلئوتید    LOC105851082در ژن  2شتتتماره 

می باشتد. این اهش در ست ب   557میانی استیدآمینه شتماره 

( در MCC133پروتیئن بروز می یتابتد و در ژنوتیتپ مقتاوم )

که در  ینه آلانین کد می شتتود درحا یاین مو عیت استتید آم

آمینته  ( در این اتایگتاه استتتیتدILC263ژنوتیتپ حستتتتاس )

 گلایسین حضور دارد. 

نتتای  مشتتتتاهتده شتتتتده بتا نتتای  گزارش شتتتتده  بلی 

(Zangene et al., 2022)    ان باق نشتتان می دهد. همچنین

تمتتایز  این اهش در  بودن  کتتاربردی  بر  استتتتت  تتتائیتتدی 

زدگی کته  بلا  هتای نخود مقتاوم و حستتتتاس بته برقژنوتیتپ

. بر استاس این نتای  در (Li et al., 2017)گزارش شتده بود  

نوکلئوتیتتد   ژن    2773مو عیتتت  دو    LOC105851082در 

کته بتا صتتتفتت مقتاومتت بته    2773cآ ت  مشتتتاهتده شتتتد. آ ت  

کته بته   2773gزدگی پیوستتتتگی نشتتتان می دهتد و آ ت   برق

ژنوتیپ دارای صتتتفت حستتتاستتتیت مربوط می باشتتتد. تمایز 

تواند  های مقاوم و حساس با استفاده از این اهش میژنوتیپ

زدگی  ب  از  در تستریع  شتناستایی منابع مقاومت در برابر برق

زایی بستیار کاربردی و مفید باشتد. با  های بیماریانجام آزمون

برای مرحلتته  بتوان اتتایگزینی  صتتتورتی کتته  این حتتا  در 

پیتتدا  توا ی کتتاهش نمود مییتتابی  بتتا  داشتتتتت  انتاتتار  توان 

نش منابع یابی از این اهش در مراح  گزیهای توا یهزینه
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مقاومت استتفاده نمود. بدین مناور آغازگرهای اختصتاصتی  

به عنوان ی  راهکار    ARMSکننده بر استتاس روش متمایز

 مناسن مورد بررسی  رار گرفت.

های نخود مقاوم و حسواس به بیماری  تمایز ژنوتیپ

 آغازگرهای اختصاصیزدگی با استفاده از برق

آغازگرهای رفت اختصتاصتی یراحی شتده اهت تمایز  

-GSh118های شتتناستتایی شتتده از اهش کارکردی  آ   

)آ ت  ژنوتیتپ مقتاوم( و   PSh118-Fcهتای  بته نتام   2773

PSh118-Fg   گتذاری شتتتدند. )آ ت  ژنوتیتپ حستتتاس( نتام  

افت باز به وستتیله هر ی  از آغازگرهای   330ای به یو     عه 

یور اتداگتانته بته همراه آغتازگر هتا بته رفتت اختصتتتاصتتتی آ ت  

(. براستتاس 4 اب  تک یر استتت )شتتک    PSh118-Rبرگشتتت  

آغتازگرهتای یراحی شتتتده انتاتار می رود بتا استتتتفتاده از افتت  

های  بتوان صترفا ژنوتیپ  PSh118-Rو    PSh118-Fcآغازگر 

-GSh118زدگی را در اتایگتاه  دارای آ ت  مقتاومتت بته برق 

های  ستتایی ژنوتیپ شتتناستتایی نمود. همچنین برای  شتتنا   2773

توان از  زدگی نخود می حتامت  آ ت  حستتتاستتتیتت بته بیمتاری برق 

 . استفاده نمود  PSh118-Rو    PSh118-Fgافت آغازگر 

 

 
ژ    2773  ااه ی جا ی آلف تفواوت نشووا  دهنوده   PSh118-F/Rها  آغازگر   روات تکثیر دووده با اسووتفواده از  نتیجوه همردیفی توالی    - 1دووکول 

LOC105851082  های نخود  در ژنوتیپMCC133   مقاوم( و ILC263    در مقایسه با توالی رارنس استحصال دده از بانک ژ    ( حساس 
Figure 3. The Multiple sequence alignment of fragments amplified using PSh118-F/R primers showing the allelic 

difference of position 2773 on the LOC105851082 gene in MCC133 (resistant) and ILC263 (susceptible) chickpea 

genotypes compared to the reference sequence retrieved from the gene bank. 

 

 
روی  2773ای کارکردی در مو ریت  بر اسواس جهش نق ه   ARMS  رو های اختصواصوی آغازگرنمای دوماتیک مو ریت   -4دوکل  

جهوت    PSh118-Fc/R  آغوازگرجفوت    :R،  هوای هود جفوت بواز در ژنوتیوپ  331بوا  وابفیوت تکثیر   روه    LOC105851082توالی ژ   

  هوای نخود حسوواس بوهجهوت تموایز ژنوتیوپ PSh118-Fg/R  آغوازگر: جفوت  S،  زدگیبرقبیمواری بوه  هوای نخود مقواوم تموایز ژنوتیوپ

 زدگیبرق بیماری
Figure 4. Schematic representation of the position of specific primers belong to the ARMS technique based 

on the functional point mutation at position 2773 on the LOC105851082 gene sequence with the ability to 

amplify a 331 bp fragment in the target genotypes.R: PSh118-Fc/R primer pair for differentiating chickpea 

genotypes resistant to Ascochyta blight disease. S: PSh118-Fg/R primer pair for differentiating chickpea 

genotypes sensitive to Ascochyta blight disease. 
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هوای  آلولکننوده  متموایز  اتصووالسووازی دموای بهینوه

 GSh118-2773جهش 

هتای اتایگتاه  آ ت  هتای یراحی شتتتده اهتت تمتایز  آغتازگر 

GSh118-2773    تنهتا در یت     رفتت   آغتازگر   3' در انتهتای

رود در  نوکلئوتیتد بتا یکتدیگر متفتاوت هستتتتنتد،  تذا انتاتار می 

های متناظر خود را  آ   اختصتتاصتتی  ادر باشتتند    اتصتتا  دمای  

دراه   70تا   63ی میان ی دما   دامنه نمایند. نتای  بررستی  شتناستایی 

  آغازگر نشتتتان داد افت    اتصتتتا  ستتتلستتتیوس به عنوان دمای  

PSh118-Fg  و PSh118-R  های حستتاس،  مرتبط با ژنوتیپ

دمتایی مورد    دامنته ژنومی مربوط بته ر   مقتاوم در   DNAروی  

افت  (.  5)شتک     تک یر ننمود   کاملا وابتحی را    عه بررستی 

مستتتئتو     PSh118-R و   PSh118-Fc  آغتتازگتر  عتنتوان  بتته 

تا   63/ 5  اتصتتتا  مرتبط با مقاومت در دماهای   آ     شتتتناستتتایی 

ژنومی   DNAمورد انتاار را روی     عه دراه ستلستیوس    65/ 5

( تک یر نمود و ی در دماهای  MCC133مربوط به ر   مقاوم ) 

بالاتر   عه مورد نار در محصتتو  واکنش مشتتاهده نشتتد. بر  

را به  دراه ستتتلستتتیوس    66/ 5توان دمای  استتتاس این نتای  می 

نهتایی برای تک یر   عته مورد نار برای    اتصتتتا  عنوان دمتای  

 . در نار گرفت  PSh118-R و  PSh118-Fc آغازگر افت  

های نخود مقاوم و حسواس به بیماری  تمایز ژنوتیپ

 ARMSزدگی با استفاده رو  برق

با استفاده از  PCRنتای  ا گوی ا کتروفورزی محصو  

مربوط به   Gو    Cافت آغازگرهای اختصتتتاصتتتی آ   های  

در دمتای اتصتتتا     GSh118-2773ای اتایگتاه  اهش نق ته

های نخود مقاوم و حستاس دراه ستلستیوس در ژنوتیپ  5/65

(. همانگونه که انتاار  6مورد م ا عه کاملا  متمایز بود )شتک   

ژنتوتتیتتپ  متی بتته  متربتوط  ا تکتتتروفتورزی  ا تگتوی  در  رفتتت 

MCC133    به عنوان ژنوتیپ مقاوم تنها با استتتتفاده از افت

ی    عه اختصاصی در   PSh18-R و  PSh18-Fcآغازگر 

که این افت  افت باز مشتتاهده شتتد، در حا ی 330محدود  

ای را  ( نتوانستت   عهILC263آغازگر در ژنوتیپ حستاس )

مقتتابتت  افتتت آغتتازگر   نمتتایتتد. در   و    PSh18-Fgتک یر 

PSh18-R  توانستت آ   مربوط به ژنوتیپ حستاستت را صترفا

ژنوتیتتپ   تک یر    ILC263در  را  نار  مورد  و   عتته  ردیتتابی 

کته این نتیجته در ا گوی ا کتروفورزی تک یر  نمتایتد در حتا ی

 (.6مشاهده نشد )شک   MCC133شده از ژنوتیپ 

 

 بحث

حستتتاستتتیتت بتالا، عملکرد هتایی نایر  بتا تواته بته ویژگی

اختصتتتاصتتتی، ستتترعتت عمت ، توانتایی عملکرد منتدگتانته،  

مخرو بودن و  های دارای بازدهی بالا، غیرسازگاری با روش

صترفه ا تصتادی در این م ا عه از روش ستامانه تک یر انتخابی  

ژنوتیتتپ تمتتایز  برای  بیمتتاری  اهش  بتته  مقتتاوم  هتتای نخود 

 زدگی نخود استفاده شد.برق
 

 
نخود به    ژنومی ژنوتیپ مقاوم DNAروی   2773c آلل دمای بهینه جهت تمایز اختصواصوی دوده با اسوتفاده از  رات تکثیر  -5  دوکل 

  (MCC133   زدگیبیماری برق

Figure 5. Amplified fragments using optimal temperature for specific differentiation of allele 2773c on 

genomic DNA of chickpea genotype resistant to Ascochyta blight disease (MCC133). 
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های  بلی مبنی بر حضتور  در م ا عه حابتر بر استاس گزارش 

بته نتام  یت  اهش نق ته  در    GSh118-2773ای کتارکردی 

 LOC105851082بته شتتتمتاره بتازیتابی    GSH118توا ی ژن  

 (Li et al., 2017 )     های این اایگاه در تمایز و تأیید  ابلیت آ

یابی های نخود مقاوم و حستاس با استتفاده از روش توا ی ژنوتیپ 

 (Zangene et al., 2022 )   های  ، آغازگرهای اختصتاصتی آ

-GSh118و حستاستیت    GSh118-2773Cمرتبط به مقاومت 

2773g    یراحی و شتترایط انجامPCR   اختصتتاصتتی برای تمایز

 سازی شد. های مقاوم و حساس بهینه ژنوتیپ 

های مربوط به  ابتدا ستت ب مقاومت و حستتاستتیت گیاهچه

(  ILC263( و حستتتتاس )MCC133هتای مقتاوم )ژنوتیتپ

زایی در برابر پتاتوتیتپ  مورد م تا عته بتا انجتام آزمون بیمتاری

PIII    ار A. rabiei    و بررستتی روند بروز علای  در برگها

در مقتایستتته بتا گیتاهتان شتتتاهتد مورد تتاییتد  رار گرفتت.   عته 

بتا آغتازگرهتای    GSh118-2773ای  برگیرنتده اهش نق تهدر

از    F/R-PSh118.2  (Zangene et al., 2022)اختصاصی  

هتای  یتابی شتتتد و حضتتتور آ ت هر دو ژنوتیتپ تک یر و توا ی

2773C-GSh118     بتا مقتاومتت و آ ت GSh118-مرتبط 

2773g   مرتبط بتا حستتتاستتتیتت مورد تتأییتد  رار گرفتت. در

هتای مرتبط بتا  م تا عته حتابتتتر بته د یت  در اختیتار بودن آ ت 

 ;Truong et al., 2011)مقاومت که  بلا گزارش شده بود  

Li et al., 2017; Deokar et al., 2019; Zangene et 

al., 2022)   ،گترفتتت بتررستتتی  ترار  متورد  آ تت   تتنتهتتا دو 

شتتتده روی گیتاهان دیگر مانند  که در م تا عتات انجتامدرحا ی

ای در فلفت  مهتار آ ت  مختل  در یت  اتایگتاه اهش نق ته

متقتتاومتتت بتیتمتتارگتر  Bs2ژن  بتته  متقتتاومتتت  مستتتتئتو    ،

vesicatora pv Xanthomonas campestris     بتتترای

لاین و ر   فلف  استتتتفاده  80گزینش منابع مقاومت در میان 

. هرمنتد در منتایر  (Truong et al., 2011)استتتت  شتتتده 

هتایی میتان ار تام  تفتاوت  Bs2کتدکننتده و غیر کتدکننتده ژن  

استتت و ی در نهایت برای  مقاوم و حستتاس شتتناستتایی شتتده 

یتابی بته یت  نشتتتانگر کتارکردی برای گزینش منتابع  دستتتت

ای اهتت تمتایز مقتاومتت صتتترفتا روی یت  اهش نق ته

انتد و از میتان مهتار آ ت  هتای مقتاوم متمرکز شتتتتده ژنوتیتپ

اهتت    G/Cشتتتده در این اتایگتاه صتتترفتا دو آ ت  بررستتتی

 است. شناسایی منابع مقاومت استفاده شده 
 

 
مربوط به    آلل  ردیاب  PSh18-R و  Fc،) PSh18-Fc   آغازگربا اسووتفاده از جفت   PCRالاوی الکترواورزی محصووول  -6  دووکل 

 مقاوم( و  MCC133های  مربوط به حسواسویت( روی ژنوتیپ آلل  ردیاب   PSh18-R و  Fg،) PSh18-Fg  آغازگرمقاومت( و جفت  

ILC263 )نخود زدگیبه بیماری برق   حساس  
Figure 6. Electrophoretic pattern of PCR product using primer pair (Fc), PSh18-Fc and PSh18-R 

(resistance allele detector) and primer pair (Fg), PSh18-Fg and PSh18-R (susceptibility allele detector) on 

MCC133 (resistant) and ILC263 (susceptible) chickpea genotypes to Ascochyta blight. 
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هتای این اتایگتاه ژنی در م تا عتات بتا استتتتفتاده از آ ت 

اند تا ی  های مو کو ی موفر شتتده گزینش مبتنی بر نشتتانگر

دارای آ ت  مقتاومتت را    Bs2لاین مقتاوم فلفت  حتامت  ژن  

ستازی نمایند. هنگام مقایسته این م ا عه با  شتناستایی و تجاری

توان دریتافتت کته تنوع  گرفتته روی نخود میم تا عته صتتتورت

تتوا تی درگتزارش روی  نتقت تته شتتتتده  اتهتش  ای  بترگتیترنتتده 

GSh118-2773    روی ژنGSh118   نیز بتا حضتتتور ستتتته

 Zangene et)ای دیگر نیز همراه بوده استتتت  اهش نق ته

al., 2022)    شتتده های مشتتاهده و ی در نهایت تنها روی آ

هتای  ای اهتت تمتایز ژنوتیتپدر اتایگتاه یت  اهش نق ته

 است.مقاوم و حساس تمرکز شده 

-GSh18شتتده در اایگاه های مشتتاهده آ  بر استتاس 

ها اهت انجام  آ  های اختصتتتاصتتتی ردیاو آغازگر  2773

نتوکتلتئتوتتیتتد   ARMS  روش در  هتتد   نتوکتلتئتوتتیتتد  در   بتتا 

  ARMS  روشیراحی شدند. در    رفتهای  آغازگر  3'انتهای

تواند  نتیجه می  آ  های اختصتاصتی هر  آغازگرکارگیری هبا ب

 Furtado et)تک یر   عه و یا عدم تک یر آن مربوط باشد  به  

al., 2016)  . ژنوتیتتپ مقتتاوم در اتتایگتتاه از آنجتتا کتته در 

GSh118-2773    تتوا تی ستتتیتتتوزیتن متوافتر  در  نتوکتلتئتوتتیتتد 

که حام  باز    PSh118-Fc رفت آغازگرتنها    حضتتتور دارد

 ادر به اتصتتا  صتتحیب در خود استتت   3' مشتتابه در اایگاه 

خواهتد بود. از آنجتا کته اتصتتتتا  این    3'  نوکلئوتیتد انتهتای

پلیمراز  DNAنوکلئوتید برای شتتتروع همانندستتتازی آنزی  

Taq  استتتتت  تتذا ی  ا تگتو در  رود  متیانتتتاتتار    بتتتتروری 

بتته  PCRنتتتتایت     ا تکتتتروفتورزی متقتتاوم    متربتوط  ژنتوتتیتتپ 

MCC133    افتت   330  عته  واکنش تک یر انجتام شتتتود و

در ا گوی ا کتروفورزی مربوط مشتتتاهده شتتتود. نتای     یباز

 آغازگربا استتتتفاده از افت  خوبی نشتتتان داد که  هحاصتتت  ب

PSh118-Fc  و  PSh118-R    حتاصتتت  ا گوی مورد انتاتار

-PSh18  و  PSh18-Fg آغازگردر مقاب  افت    شده است.

R تک یر  ای را تک یر نماید. روی این ژنوتیپ نتوانستتتت   عه

دهنده  های تشتتخی آغازگرتوستتط افت اندازه    عات ه   

 روشهتای مختل  می توانتد در رانتدمتان و  تابلیتت  یتاس آ ت 

PCR باشتتتد و در م ا عات مشتتتابه مورد تاکید    حائز اهمیت

صتتترفتا  . بر این استتتاس  (Liu et al., 2012)بوده استتتت  

در اایگاه  Gو   C  آ  دو    شتناستایی برای   رفتهای  آغازگر

GSh18-2773   یکستتان   برگشتتت آغازگرشتتد و از یراحی

  .برای انجام هر دو واکنش استفاده شد

در م تا عته حتابتتتر روی هر ژنوتیتپ تنهتا یت  افتت از 

ها توانستتتند   عه هد  را تک یر نمایند، در صتتورتیآغازگر

ه در هر دو واکنش روی یت  ژنوتیتپ   عته مورد نار کت 

توان نتیجته گرفتت کته ژنوتیتپ نمونته میبنتابراین تک یر شتتتود  

ی هتد  هتروزیگوت  آ لای گیتاهی مورد نار در اتایگتاه  هت 

تک یر  با بهینه ستتتازی روش .  (Bui & Liu, 2009)استتتت  

تبط بتا مقتاومتت در م تا عته برای ردیتابی آ ت  مرانتختابی اهش  

توان انتاتار داشتتتت در مراحت  تکمیلی گزینش حتابتتتر می

مبتنی بر نشتانگر حابتر روی تعداد زیادی از نمونه های ژرم

برای تکمی  نامزد لاستتمی نخود انجام شتتود و ژنوتیپ های  پ

 ها انتخاو شوند.بررسی

 

 گیرینتیجه

نشتتتتان داد   نتتای  این م تا عته  تک یر   روشدر مجموع 

های نخود مقاوم و حستاس به  تواند ژنوتیپمیانتخابی اهش  

شتتتده در هتای گزارشآ ت زدگی را بر استتتاس  بیمتاری برق

بتا د تت از   GSh18-2773ای مربوط بته اتایگتاه  اهش نق ته

 روشتوانایی استتتتفاده از این    همچنین یکدیگر متمایز نماید.

زدگی هتای گزینش منتابع مقتاومتت بته بیمتاری برقرا در برنتامته

های مو کو ی  های ژرم پلاست  نخود مبتنی بر نشتانگردر نمونه

 نمود.تأیید 

 گزاری سپاس

وستیله از معاونت پژوهشتی دانشتگاه فردوستی مشتهد  بدین

و پژوهشتکده علوم گیاهی به ستبن مستاعدت در مهیا نمودن  

ای در انجتام این تحقیر  گلختانتهامکتانتات آزمتایشتتتگتاهی و  

ستتت تاستتتگزاری می گردد. بوداته انجتام این تحقیر از محت  

توستط معاونت    59135یافته به یرا شتماره اعتبار اختصتاد

 محترم پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد تامین شده است.
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Abstract 
Background and Objectives 

Chickpea, cultivated in rainfed and irrigated fields across many countries. In terms of chickpea 

cultivation area, Iran ranks fourth, after India, Australia and Pakistan, and in terms of chickpea 

production, Iran ranks eighth in the world, but it does not have a good position in terms of average yield. 

Iran ranks 17th in terms of average yield in irrigated agriculture and 50th in rainfed agriculture in the 

world. Various factors such as water stress in rainfed cultivation, lack of modern inputs and 

technologies have been mentioned as reasons for the low yield of chickpeas in Iran. Chickpea also faces 

biological stresses such as Ascochyta blight caused by the pathogenic fungus Ascochyta rabiei. This 

disease poses a severe threat to chickpea fields, resulting in substantial annual damage in various 

countries. Identifying resistance sources through molecular methods, specifically genomic tracking of 

the resistance trait, holds the potential to expedite and enhance control measures effectively. The use of 

the Amplification Refractory Mutation System (ARMS) method, involving functional point mutations 

and resistance-related alleles, proves highly efficient in advancing selection programs targeted at 

combating Ascochyta blight.  

Materials and methods 

Pots containing two chickpea genotypes, sensitive (ILC263) and resistant (MCC133) to Ascochyta 

blight were cultivated and kept for 45 days under greenhouse conditions. The fragment harboring the 

SNP18-Pos57723 point mutation within the GSh118 gene sequence underwent amplification and 

sequencing using PSh118-F/R specific primers. This process utilized DNA extracted from both resistant 

(MCC113) and susceptible (ILC263) chickpea genotypes. The identification of alleles associated with 

resistance and sensitivity was established. Distinct differentiating primers were formulated for resistant 

(PSh118-Fc and PSh118-R) and sensitive (PSh18-Fg and PSh18-R) genotypes. The specific annealing 

temperature for each reaction was determined through a temperature gradient analysis. The efficacy of 

the designed primers in distinguishing between resistant and sensitive genotypes was assessed by 

conducting PCR and comparing their electrophoresis patterns. 

Results 

The first symptoms of Ascochyta blight disease was observed on seedlings of resistant and sensitive 

chickpea genotypes seven days after fungal inoculation under greenhouse conditions. The fragment 

containing the functional point mutation related to GSh118 gene was tracked using PSh118.2-F/R 

specific primers in the genomic DNA of susceptible (ILC263) and resistant (MCC133) chickpea 

genotypes so that after PCR amplification resulted a specific fragment with the expected size of 630 bp. 
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The presence of alleles linked to GSh18-2773C resistance and GSh18-2773g sensitivity was confirmed 

in resistant and sensitive chickpea genotypes, respectively. The specific primers PSh18-Fc and PSh18-

R, designed for detecting the resistance allele, successfully amplified the expected 330 bp fragment in 

the resistant chickpea genotype MCC133. The study results affirmed the accurate amplification of 

alleles using these designated primers. 

Discussion 

In the present study, the ARMS method, known for its high sensitivity, specificity, rapidity, cost-

effectiveness, multiplexing capabilities, compatibility with high throughput methods, and non-

destructive nature, was employed to differentiate chickpea genotypes resistant to Ascochyta blight. The 

ARMS method's effectiveness in selecting resistance sources among various plant lines and cultivars 

has been demonstrated through allele tracking related to the resistance gene in prior studies. The results 

of this study indicated that the ARMS method accurately distinguishes chickpea genotypes resistant 

and sensitive to Ascochyta blight based on alleles associated with the GSh18-2773 position's point 

mutation. Thus, employing specific primers for the resistance allele is recommended in molecular 

selection studies of chickpea sources resistant to Ascochyta blight. 
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