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  چكيده

هستند.  Ascochyta rabieiمانند  يماريزاب يهاموثر در مقابله با قارچ يهاياز استراتژ يكي يضد قارچ يدهايمروزه پپتا
ور،  نظـم ين. بديرفتذصورت پ  A. rabieiبر قارچ  FeAP يضد قارچ يدپپت يتظرف يمطالعه با هدف بررس ينا رو،يناز ا

ژن هـدف  ي،ضـد قـارچ يدپپت يداريپا يبه منظور بررس يمولكول ديناميك  يزهايو انجام آنال  يانيسازه ب  يپس از طراح
ن يـتوتـون بـا ا يـاهو سـپس گ يافـتانتقـال    يوم. سازه به اگروباكتريدوارد گرد  pCAMBIA3301  يانيب  ناقلسنتز و به  

. پـس از دانجـام شـ RT-PCRو روش    GUS  ا اسـتفاه از ژن گزارشـگرتوتـون بـ  ن بـه  انتقال ژ  ييدآلوده شد. تا  يرباكت
، عملكرد آن با استفاده از روش انتشار چاهك بـر هيختترار  ياهاز گ  يكلبا ستون ن   FeAP  يدپپت  ياستخراج و خالص ساز

امكـان  يقارچضد  يدپتپ  يدلتو يشده برا ينشان داد كه سازه طراح يجقرار گرفت. نتا يمورد بررس A. rabieiقارچ  يرو
 يرو  يلودالتـونك  ١١  يحـدود  يبا وزن مولكلـول  يضد قارچ  يدپپت  يدتول  ييد. تاه استرا فراهم ساخت  يدارپا  يدپپت  يدتول

بـر  گـرميليم ٣٢٠در غلظـت  رشـد از قـارچ در ممانعـت متـريميلي ١٤ هالـه يجـادصورت گرفت. ا  SDS-PAGEژل  
مقاوم نسبت به   ياهيگ  يجادنخود و ا  ياهانتقال به گ  برايشده    يدتول  ييكروبمد  ض  يدتپپ  يبالا  يتنشان از ظرف  ليتريليم
  قارچ است. ينا

  يمولكول يناميكد  ي،ضد قارچ  يدپپتانتقال ژن، آگروباكتريوم،  :  هاي كليديواژه
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   مقدمه
  ي و كشـاورز   ي اقتصـاد   يـت م از حبوبات با اه   نخود 

  ا يـلوب   بالا در سراسر جهان است كـه بعـد از   يار بس 
  ين به عنوان دومـ  ) Phaseolus vulgaris(   ي معمول 

محصول حبوبات كشـت شـده در جهـان شـناخته  
مطالعـات نشـان  ).  Singh et al., 2021( شـود  ي م 
  ي ، كل سطح كشت جهان ٢٠٢٢كه در سال    دهد ي م 

بـه بـه    نجـر م هكتـار بـود كـه    يليون م   ٨/١٤نخود  
. مطـابق  يـد تـن نخـود گرد   يليون م   ١/١٨  برداشت 

خصـوص    ين كشورها در ا   ين مولدتر ،  فائو   مستندات 
و    ٥/١٣  يب هستند كه به ترت   يا كشور هند و استرال 

 ,FAOSTAT( اند كرده  يد تن نخود تول  يليون م   ١/١

نخـود،    اي يـه ارزش تغذ   يت با توجه به اهم ).  2024
ــن ا  ــذا   يــك محصــول    ي ــ  يفيــت باك   ي غ   وتئين، ر از پ
  يـد بالا است كه فوا   ي و مواد معدن   يبر ف   ها، يتامين و 

 Wang et( سـلامت انسـان و دام دارد    ي ا بر   ي م مه 

al., 2021  .( و    ي اقتصـاد   يم مسـتق   يـد علاوه بـر فوا
را از    ي كشاورز   ي ها يستم نخود، كشت آن س   يي غذا 
  بخشـد ي بهبـود م   يتـروژن ن   زيسـتي   يـت تثب   يق طر 

 )Singh et al., 2021 .(  محصـول بـه    ين ا   ، يران در ا
قـرار گـرفتن در    يـل بـه دل   ي غرب   يمه خصوص در ن 

در حفظ و    ي مهم   يار ندم و جو، نقش بس با گ   تناوب 
  . كند ي م   يفا منطقه ا   ي كشاورز   ي بقا 

در سـطح جهـان در    هـا يماري ب   ترين يع از شـا   يكي 
ــ ــرق زدگ ــود، ب ــول نخ ــود    ي محص ــا نخ ــت بلا   ي   ي

ــه    ) Ascochyta blight(   يتايي آســكوك  ــام دارد ك ن
  ين شود. ا   ي م  يجاد ا  Ascochyta rabieiتوسط قارچ  

، دمبـرگ،  (بـرگ   نخـود   يي به قسمت هـوا   گر يمار ب 
 ,.Singh et al( كند    ي ساقه، غلاف و دانه) حمله م 

با دا   ي ها علائم با ظهور لكه ).  2022   ي هـا يره نكروز 
ــ ــدالمركز س ــا و غلاف برگ   ي رو   ياه متح ــا  ه ــا، ب ه

ها مشــخص  ســاقه   ي رو   يشــتر ب   يل مســتط   يعات ضــا 
در    يمارگر هور ب . ظ ) Foresto et al., 2023( شود ي م 

آن به نسل    ي و پراكندگ بذر    عفونت   منجر به   غلاف 
  يعه ضا   ين زاتر يب حال، آس   ين شود. با ا ي م   يز ن   ي بعد 

توانـد  ي م   يـرا افتـد، ز ي م   اتفـاق ها  سـاقه   ي قارچ رو 

 ,.Singh et al( ببـرد    ين را سوخته و از بـ  ياهان گ 

2022; Foresto et al., 2023  .(  در حال حاضر، بـه
چ و عـدم  ار قـ  يـن مقاوم بـه ا   ي ها يته نبود وار   يل دل 
 .Aدر حـذف قـارچ    يميايي مناسب مواد ش   يي ا ن ا تو 

rabiei سـخت شـده    يار بسـ  يمـاري ب   ين ، مقابله با ا
ــا ا  ). Morcuende et al., 2024( اســت     ينحــال ب

  ييـد استفاده از بـذر تا   يل از قب   ي مختلف   ي راهكارها 
ــار  ــده ع ــاري ب   از   ي ش ــولات  يم ــا محص ــاوب ب زا، تن

نخـود،  وزاندن كلـش  )، سـمانند غـلات (   يرميزبان غ 
ــتفا  ــبت   از   ه د اسـ ــام نسـ ــتفاده از  ارقـ اً مقـــاوم، اسـ

  ي ها (مهاركننــــده   يســــتميك س   هــــاي كش قارچ 
ــيون، دمت  ــده   يلاســ ــ  هاي مهاركننــ   ينات سوكســ
) و  ينـون كوئ   ي خـارج   ي ها و مهاركننده   يدروژناز ده 

از اسـتراتژ  شـده    يشـنهاد پ   زيسـتي   هاي ي استفاده 
 ,.Manjunatha et al., 2018; Foresto et al( است  

2023 .(   

ب   ي ها ي ژ استرات   در  هـا و  ين پروتئ   يولوژيـك، مبارزه 
در    ي خـط دفـاع   ين اولـ  يكروبـي، ضـد م   يدهاي پپت 

ــت گ  ــا حفاظ ــه ب ــاه مقابل ــم از م   ي   ي ها يكروارگانيس
  يت فعال   يل به دل   ها ين نوع پروتئ   ين است. ا  زا يماري ب 

  ي مقاومت   يداري و عدم پا   يمني ده، ا گستر   ي ضدقارچ 
در    تفاده اســ  ي بــرا   يي بــالا   يل آنهــا پتانســ  در برابــر 

ــك  ــر، پروتئ   ي ز ر او ش ــال حاض ــد. در ح ــا ين دارن و    ه
حفظ دانه و   يماري، ضد قارچ در كنترل ب  يدهاي پپت 

  اند يافته دست    يي ها يت به موفق   ياهي گ  يته بهبود وار 
 )Gupta et al., 2014; Puig et al., 2015; Lee et 

al., 2017; Moosa et al., 2018  .(  وانــگ و
  ضد   د ي پپت   ي ساز موفق به خالص   ) ٢٠١٨همكاران ( 

 Fagopyrum(   ياه گنـدم سـ  يـاه مـوثر از گ   ي رچ قا 

esculentum  ( يـد تشابه بالا بـا پپت   ي شدند كه دارا  
Fα-AMP1   آنها گـزارش كردنـد    ياه گندم س است. 

از جوانـه    يري در جلوگ   يي نقش بسزا   يد پپت   ين كه ا 
ــ ــپ   ي زن ــد م اس ــليوم ورها و رش  Botrytis  ي ها يس

cinerea  دارد    ي گوجه فرنگ   ياه در گ )Wang et al., 

  يد پپت   ين منحصر به فرد ا   ي ها يژگي وجود و ).  2018
ــل از قب  ــداري پا   ي ــ  ي ــداري پا   ي، حرارت ــرا   ي   يط در ش
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٣

و داشتن    ي اثر ضد قارچ   ي بالا  يار قدرت بس  يدي، اس 
را    يد پپت   ين مختلف ا   ي عملكرد در حضور مواد معدن 

  يـد جهـت تول   يـداها كاند   ين از بهتـر   يكي به    يل تبد 
  د.  ن ك ي ها م مقاوم به قارچ   ي ها يته وار 

ا  بـه    يـا، بـار در دن ين اول   ي مطالعه، برا   ين ا   رو، ين از 
  يـد پپت   يـب نوترك   ينـي ساختار پروتئ   ي منظور بررس 

FeAP   جهـت    يشـگاهي و آزما   ينـاميكي به شـكل د
.  يرفت توتـون صـورت پـذ   يـاه در گ   يب نوترك   يد تول 

مقـاوم    ي ها يته وار   يد آمده جهت تول   يج ا سپس از نت 
  شد.   اهد و خ   ده فا است   زا يماري ب   ي ها نخود به قارچ 

  
  و روش ها مواد

  يمولكول يناميكد طالعاتم 
  ينپروتئ يساختار  يساز  آماده
از    FeAP  يكروبـي ضد م   يد مربوط به پپت   ي ژن   توالي 
 Fagopyrum(   ياه گنـدم سـ  يـاه گ   ي ژنوم   ي ها داده 

esculentum (    ٣٦٣٥٥- ٣٤٥٩٤در محـــــــــدوده  
پا   يدي نوكلئوت  .  يد استخراج گرد   NCBI  ي ژن   يگاه از 

  ينـي بـه سـاختار پروتئ   ي رسـت س عـدم د با توجه به  
FeAP   يگاه در پا  PDB  (www.rcsb.org)  سـاختار ،
  Swaiss-Model  فـزار با استفاده از نـرم ا   يني پروتئ 

ــرآورد گرد  ــد ب  ). Waterhouse et al., 2018(   ي

اده از  شـده بـا اسـتف   يـد مدل تول   يفيت ك   ين همچن 
ــرور  ســـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
(http://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK)  

PROCHECK   گرفــــت  ار  قــــر   ي ســــبرر   رد مــــو
 )Laskowski et al., 2001 .(     

  
    يمولكول يناميكد حاسبهم 

بررس   به  پپت   ي مولكول   يناميك د   ي منظور    يد ساختار 
 ي مولكول  يناميك ، از نرم افزار د FeAP يكروبي ضد م 

GROMAC2018    استفاده شد )Abraham et al., 

  CHARMM27  يـروي ن   يدان از م   ين مچن . ه ) 2015
اسـتفاده    FeAP  ي ن ي وت ر پ   ي يدار پا   ي به منظور بررس 

مكعـب    ي فضـا   يك   يد، پپت   ي شد. به منظور رهاساز 

به    SPC  ي و از مدل آب   ي طراح )  mm ×1×1 1( مربع  
بـه منظـور خنثـيـد عنوان محلول استفاده گرد    ي . 

و كلـر بـا    يم سـد   ي هـا   يـون از    يط بـار محـ  ي ساز 
استفاده شد. به حداقل    ي ها يون   ني يگزي جا  محلول 

با    ) Energy minimization(  يستم س  ي رساندن انرژ 
ــور  ــتفاده از الگ ــام    steepest descent  يتم اس انج

و   ) NVT(   مـايي تعـادل د   يجـاد . به منظـور ا يد گرد 
ــه ترت ) NPT( فشــار   ــا   يتم الگــور   يــب ، ب -Nosé  ي ه

Hoover   و    يكوثانيـــه پ   ٠/١  ي زمـــان   يـــداري بـــا پا
Parrinello-Rahman   ــا پا ــداري بـ ــان   يـ   ٠/٥  ي زمـ

  . ) Nosé et al., 1983( شـد    يري بكـارگ   يكوثانيـه پ 
درجـه    ٣١٠تحـت    ي تعادل دما   ي ابتدا برا   يستم س 

متعـادل و سـپس    يكوثانيـه پ   ٤٠٠به مـدت    ين كلو 
متعادل    يكوثانيه پ   ١٠٠٠بار به مدت    ١فشار    ت تح 

بررس يد گرد    يك الكترواسـتات   يت وضـع   ي . به منظور 
 Particle Mesh Ewald يتم لگور از ا   يي نها  ين پروتئ 

(PME)   يـد ت پپ   ي مولكلـول   يناميـك . د استفاده شـد  
تحـت    يـه نانوثان   ٥٠بـه مـدت    FeAP  يكروبي دم ض 

صــورت    ين درجــه كلــو   ٣١٠  ي بــار و دمــا   ١فشــار  
ــذ  ــك .  يرفت پ ــدراي و پا   دينامي ــد پپت   ي ــا    FeAP  ي ب

 RMSD  )root mean squareي استفاده از پارامترها 

deviation (  ،RMSF   )root-mean-square-

fluctuations (   يراسيون و شعاع ژ   )Gration (    مـورد
   ). Kollman et al., 2003(   ت ف گر   ر قرا   يابي ارز 

  
  FeAP  يدپپت  يبنوترك  وليدت

  يانيب يهاسازه  طراحي
، از  FeAP  يـد پپت   ياني ب   ي ها سازه   ي به منظور طراح 

اسـتفاده شـد    CLC Main Workbenchنرم افـزار  
 )QIAGEN, Aarhus, Denmark .(  ي هــا يم آنز   از  

ت زيرهمسانه  جه   HindIIIو    BamHIمحدودكننده 
ــه ح ژ  ــا ن هــدف ب ــاني ب   ل م در    pCAMBIA3301  ي

ــ ــتفاده    ي طراحــ ــد اســ ــل .  شــ ــاني   حامــ   بيــ
pCAMBIA3301  ژن    ي حاوGUS Gene reporter 

  CaMV35Sكامـل    يشبر تحت كنترل پ   دار ينترون ا 
هـدف و    يـاه به گ   يح است كه در صورت انتقال صح 
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ــان ب  ــروتئ   يـ ــد تول   ين، پـ ــ  يـ ــگ آبـ ــد مي   ي رنـ   كنـ
 )Shokouhifar et al., 2018 .(  يي در انتها   ين همچن  
بـه منظـور    يسـتدين ه   ينه آم   يد اس شش    ، ف هد   ن ژ 

  Ni-NTAآسان به با اسـتفاده سـتون    ي ساز خالص 

  ين پروتئ   يان جهت ب   يي نها   ي در نظر گرفته شد. توال 
كدون و    يابي   ينه نخود، به   توتون و   ياه گ   يزبان در م 

    . ساخته شد   GENSCRIPTسپس توسط شركت  

  

  

  

  

  

  

  
 

   ي ضد قارچ   يد پپت   FeAP  ي ژن   ي توال   ي س از مهند   يكي ت ا شم   . ١شكل      

  

و انتقال آن بــه    يانيب  ناقلدر   FeAPژن  ينگلونك
  يومآگروباكتر  يباكتر

  ناقـل سـاخته شـده در    FeAPمنظور انتقال ژن    به 
pUC57    يـاني ب   ناقل به  pCAMBIA3301  هـر دو ،

محـدود كننـده    ي ها يم از آنز   يكسان ت  با غلظ   ناقل 
BamHI    وHindIII   اتصـال نش  سپس واكـو    م ض ه  

 T4  يـت بـا اسـتفاده از ك   يـاني ب   ناقل با    FeAPژن  

DNA Ligation    شركتRoche   يرفت صـورت پـذ  .
ــه محصــول   ــاكتر   ب ــويه    Escheruchia coli  ي ب س

DH5α   بـه منظـور  يـد گرد   يـر منتقل و سپس تكث .
ــد تا  ــنش    يي ــازي همسانه واك ــي و تع   س ــحت    ن ي ص

و    PCR  ي كلـون   ي ها از روش   باز   خوانش   چوب چهار 
  ينـد فرآ   ييـد . پـس از تا يـد اسـتفاده گرد   يابي ي ل ا و ت 

  ي ها استخراج و به سلول   ياني ب   ناقل   ، ي ز سا همسانه 
. بـه  يافـت انتقـال    LBA4404  يه سـو   يوم اگروباكتر 

  ي ها به سلول   ياني ب   ناقل   يح انتقال صح   ييد تا   نظور م 
اســتفاده شــد    PCR  ي ش كلــون از رو   يوم آگروبــاكتر 

 )Shokouhifar et al., 2018 .(  

  FeAPتوتون جهت انتنقال ژن   هايگ  يزسا  مادهآ
انتقال ژن    به    يـاه به توتون از بذور گ   FeAPمنظور 

استفاده    Nicotiana tabacum var. xanthiتوتون  
مخلـوط ورمـي    ي توتون در گلـدان حـاو شد. بذور  

ها  لدان كشت شد. گ   يت كوليت، پيت ماس و كوكوپ 
  و   يده پوشـان   يكي با پوشش پلاست   ي زن زمان جوانه   تا 

ــ  در  ــا شــرا   ي نوع ر مصــو ن درجــه و    ٢٢  يي دمــا   يط ب
و رطوبـت مناسـب    يي سـاعت روشـنا   ١٦  يود فتوپر 

ها  پوشش گلدان   ي شدند. پس از جوانه زن   ي نگهدار 
  . د ش حذف  

  
  يقو تزر  وميآگروباكتر  يونسوسپانس  يساز  همادآ

   FeAPژن   يانب  يبررس  برايتوتون   ياهبه برگ گ
جهـت    ي بـاكتر   ي ها سـلول   ي سـاز منظـور آماده   به 

  يط محـ  يتـر ل يلي م   ١٠در    ييد مورد تا   ي لن ك   ، ق ي تزر 
و    يسـين كاناما   ي هـا يوتيك ب ي آنت   ي حـاو   LBكشت  

  ٢٨  ي در دمـا   روز   ٣كشت و بـه مـدت    يفامپسين ر 
در انكوباتور قرار    ١٥٠  rpm  و دور   يوس درجه سلس 

ر بـافر القـاء  ها رسوب داده شده و د گرفتند. سلول 
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 )Cl4NH  گرم بر ليتر،    ١O27H-4MgSO  گـرم    ٠/ ٣
  ٠/ ٠١  2CaClگـرم بـر ليتـر،    ٠/ ٠١٥  KCl  تر، ي ل بر  

گرم بر ليتر،  ميلي   ٢/ ٥  O27H-4FeSOگرم بر ليتر،  
MES  و   مـولار ميلي   ٢مولار، بافر فسفات  ميلي   ٢٠  
  يـك كاملا حل و به مدت    ) مولار ميلي   ٠/ ٠١ز  گلوك 

ها  شـدند. سـپس سـلول   ي نگهـدار   يكي شب در تار 
4MgSO-(   يـق مجدد در بافر تزر   ريوفوژ پس از سانت 

O27H  و   مولار ميلي   ١٠  MES  حل  مولار ميلي   ١٠ (
زريـق آگروبـاكتريوم  ت   بـه روش   يـق و عمل تزر   د ش 
 )Agroinjection (    با سرنگ بدون سـوزن در پشـت

  رگبـرگ انجـام شـد.   ين توتـون در بـ  ياه گ   ي برگها 
پوشانده    يكي با پوشش پلاست   يق پس از تزر   ياهان گ 

ط به مـدت  ي مح   ي و دما   ي ك ي تار   يط شدند و در شرا 
  ). Yang et al., 2000( قرار گرفتند  عت  ا س   ٢٤

  
  GUSعملكرد ژن    يستوشيميايينجش هس

  ژن   يــت فعال   يستوشــيميايي منظــور ســنجش ه   بــه 
GUS  ،از    ي برگ  ي ها يسك د  يق ساعت پس از تزر   ٤٨

ساعت در محلول    ٢٤به مدت  و    يه ته   يق موضع تزر 
ده  قـرار دا   يـداز بتاگلوكورون   يم آنـز   يت سنجش فعال 

درصد    ٧٠لكل  اده از ا تف اس   با   ي برگ  ي ها يسك شد. د 
 ي ها يسك د  ). Cervera, 2005( شدند    يي زدا  يل كلرف 
 Nikonمـدل    يكروسكوپ با م   يل فاقد كلروف   ي برگ 

Eclipse Ni-U  ــ ــروه    Nikon Ds-Fi3  ين و دورب گ
شدند    ي مشهد بررس   ي فردوس   دانشگاه   يوتكنولوژي ب 

ــت و فعال  ــز   ي ــداز بتاگلوكرون   يم آن ــا تصــو   ي   ير در آنه
  شد.   ي بردار 

  
 -RTبا اســتفاده از روش    FeAPن  ژ  نايب  ررسيب

PCR  
شده در مرحله قبل    ييد تا   ي ها منظور، از برگ   بدين 

  يست فنل كلروفورم شركت دنا ز   يت با استفاده از ك 
ز  . سپس با استفاده ا يرفت ورت پذ ا ص ج آران استخرا 

  cDNA  ينتفيك، شركت ترموسا   cDNAسنتز    يت ك 
ــتفاده از   ــا اس ــا ســنتز و ســپس ب ــت    ي آغازگره رف

CCTCTTGCTCACCGTCCTA   ــت   و برگشـــــ
CGGCACCGCAGTATTTAG   مطالعــه    يــن در ا

  PCRانجام شد. محصول واكنش    RT PCRواكنش  
ــ  ي رو  ــورد بررسـ ــارز مـ ــت    ي ژل آگـ ــرار گرفـ قـ
 )Morcuende et al., 2024 .(  

   

 ــپپت  ســتخراجا بــا    يــبنوترك  يكروبــيضــد م   دي
  Ni-NTAاستفاده از ستون  

  ر د شـده    ييـد تا   ي هـا برگ از    گـرم   ١منظور،    بدين 
پودر شدند.    يع و در ازت ما   ي آور جمع   ي احل قبل مر 

ازا  بـه  از پـودر گ يلي هـر م   ي سپس    ٣  يـاهي، گـرم 
،  Tris Hclمولار  ميلي   ١٠٠( بافر استخراج  يتر ل يلي م 

ــولار  ميلي   ١٠ ــا    ٠/ ٥،  EDTAمـــ ــد بتـــ درصـــ
ــانول مر  ــولار    ٥٠  و   كاپتوات ــي م ــه آن    ) PMSFميل ب

  قرار   يخ ي  رو   يقه دق   ١٠. محلول به مدت  شد اضافه  
  ٢٠بـه مـدت   ١٢٠٠٠  rpm  در شـد و سـپس    داده 

  يفوژ سـانتر   يگراد درجعـه سـانت   ٤  ي در دمـا   يقه دق 
از تا يد گرد  ، از  يكروبـي ضد م   يد پپت   يد تول   ييد . پس 

ــت ك  ــركت ك   Ni-NTA  يـ ــاژن شـ ــور    يـ ــه منظـ بـ
  ينه آم   يد اس   ٦  ي دارا  يب نوترك  ين تئ پرو  ي ساز خالص 

  يـد تول   ييـد ا . به منظـور ت گرديد استفاده    يستدين ه 
و محصــــول    يــــب نوترك   روبي ك ي ضــــدم   يــــد پپت 

  از هر محلـول   يكروليتر م   ٥٠،  شده آن   ي ساز خالص 
برده شد. از روش برادفـورد    SDS-PAGEژل    ي رو 

ــور تع  ــه منظ ــين ب ــروتئ   ي ــتخراج   ين غلظــت پ   ي اس
    ). Hanittinan et al., 2020( استفاده شد  

  
  A. rabieiبر قارچ   يضد قارچ  يداثر پپت  ررسيب

  ي قـارچ   د ضـ  يـب ك نوتر   يد اثر پپت   ي ررس ور ب منظ   به 
از    يعي رب  يتا مطالعه، قارچ آسكوك   ين شده در ا  يد تول 

ــك م  ــوم گ   يكروارگانيســم بان ــكده عل ــاهي پژوهش   ي
  يط مح   ي رو   شد. قارچ  يه مشهد ته   ي دانشگاه فردوس 

)،  يتــر ل بــر    گــرم   ٢٠٠پــودر نخــود (   ي كشــت حــاو 
بـر    گـرم   ٢٠) و اگـار ( يتـر ل بـر    گرم   ٢٠دكستروز ( 

ــر ل  ــت )  يت ــتفاده از ده  دا   كش ــا اس ــد. ب ول  روش    ش
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  ٣٢٠و    ١٦٠مشـــخص (   ي غلظـــت هـــا   ژن يـــو يف د 
در    يكروبـي ضـد م   يد ) از پپت يتر ل يلي گرم بر م يلي م 

قـرار    ، كشـت   يط محـ  ي رو   شده   يجاد ا   منافذ داخل  
با  از قارچ   ين داده شد. همچن  غلظـت  كش منكوزب 

.  يـد در هزار به عنوان كنترل مثبت استفاده گرد   ٢
 )Wen et al., 2022 .(  

 
  يآمار آناليز
مطالعه با    ين بدست آمده در ا   يج نتا  يل ل ح ت و   تجزيه 

.  يرفت صورت پذ   SAS ver 9.1استفاده از نرم افزار  
ازمـون    يق از طر   ي آمار   يانيگين م   يسه مقا   ين همچن 
t-test   يرفت صورت پذ  .  

  
  و بحث نتايج

  FeAP  يضد قارچ يدپپت يداريپا  ررسيب
تا سازه    ود زب يا ن   يد پپت   ين ا   يب نوترك   يد به منظور تول 

در    ين پـروتئ   ين ا   يب رك وت ن   يد ول ت   ي ا ر شده ب   ي طراح 
تـا    يرد قرار گ   ي مورد بررس   يوانفورماتيك مطالعات ب 

ــروتئ  ــد تول   ين پ ــده دارا   ي ــرد و پا   ي ش ــداري عملك   ي
  ي ضـد قـارچ   يد ساختار پپت   ينرو، باشد. از ا   ي مناسب 
FeAP  افـزار گـرومكس معرفـ   يـداري و پا   ي به نرم 
شـده در    ي ه طراحـشده توسط ساز   يد تول   ين پروتئ 

  يــن قــرار گرفــت. در ا   ي د بررســمــور   ه مطالعــ  يــن ا 
آنال  با استفاده جـذر متوسـط    ي ساختار   يز خصوص 

روش در    يقتـرين ه دق ك   ) RMSD( ت  مجذور انحرافا 
ــرآورد پا  ــداري ب ــروتئ   ي ــرا   ين پ ــك د   يط در ش   ينامي

  يج تـا ن   ) A٢  شـكل (   يرفت ورت پذ است، ص   ي مولكول 
در    ي ضدقارچ   يد دهد كه پپت   ي آمده نشان م   دست ب 

از آن    يداري ا ناپ   ي اول دارا   يه نانوثان   ١٠ بوده و بعد 
  A  از   RMSDرسـد. نوسـان مقـدار    ي م   يداري به پا 
ضـد    يـد كامـل پپت   يداري نشان از پا   ٨/٠  Aتا    ٤/٠
فاصله متوسـط    يزان م   RMSDدارد. پارامتر    ي قارچ 

  ساختاري   يداري تعادل و پا   ي بررس   ي برا ها  اتم   ين ب 
ــد پپت  ــارچ   ي ــورد ن   ي ضــد ق ــاز م   ي بطــوركل اســت.    ي

RMSD   در   يه اول   يت موقع   ين ب   ي مختصات اتم   )t = 

را    tدر زمـان مشـخص    يد جد   ي اتم   ي ها و مكان   ) 0
  يـق از طر   يسـتم س   يط شرا   يل و تحل   يه براساس تجز 

  يد نما ي م   يين تع  ي بعد شباهت در ساختار سه  يين تع 
 )Cardoso et al., 2022 ( كـه زم بـه ذكـر اسـت  . لا  

اف  نشان دهنـده انحـر   RMSDدر ساختار    ييرات تغ 
  ه شـــدن اضـــاف   ه يجـــنت   در   ي احتمـــال   ي ســـاختار 

  ي هـا يم آنز   يد اس ينو ام   ٤سازه مانند    ينواسيدهاي آم 
مربـوط خـالص    يسـتدين ه   يد اسـ  ينو آم   ٦و    ي برش 

 ). Cardoso et al., 2022( اسـت    ين پـروتئ   ي سـاز 

  يز اسـتفاده از آنـال بـا    ينواسـيدها آم   يري انعطاف پذ 
صـورت   ) RMSF( مجـذور نوسـانات    ين انگ يـجذر م 

ــذ  ــا و    يرفت پ ــا دار اتم   آن نشــان داد كــه   يج نت   ي ا ه
نانومتر    ٤/٠تا    ١/٠مناسب در فاصله   يري پذ انعطاف 
 ) Rg(   يراسيون شعاع ژ   يز از آنال  ) B٢  شكل ( هستند  

  ي ضد قارچ   يد پپت   ي فشردگ   يزان م   ي به منظور بررس 
  يداري نشان داد پا   يج نتا  ) C٢ شكل (   يد استفاده گرد 

در    ي ضـدقارچ   يـد پپت   ي فشـردگ   يـزان از م   ي مناسب 
اس وجود د   ي ل و ك مول   يناميك د   يند ل فرآ طو  ت.  اشته 
ــرو، از ا  ــ  ين ــا بررس ــامع آنال   ي ب ــاي ج ،  RMSD  يزه

RMSF    وRg   يـد پپت   يـداري كـه پا   يد مشخص گرد  
از طراحـ  FeAP  ي ضد قارچ  صـورت    ي بـا اسـتفاده 

ام   ين گرفته در ا    ينواسـيدهاي مطالعه (اضافه شدن 
كـه از    ي اضـاف   ينواسـيدهاي آم   مـابقي و    يستدين ه 

  ييـد تا بل  ا ق متصل شده است)    ي اصل   د ي به پپت   ناقل 
  يات خصوصـ  ين از مهمتـر   يكـي است. از آنجـا كـه  

مربوط به آن    ي شارژ سطح   يكروبي ضدم   يدهاي پپت 
  ي ، شـارژ سـطح ) Islam et al., 2023( باشـد    ي مـ

آنـال   FeAP  ي ضد قارچ   يد پپت  ت  قـرار گرفـ  يز مورد 
آمده نشان داد كه اضافه    ت بدس   يج نتا ).  D٢  شكل ( 

  شـارژ   يش سبب افـزا   تدين س ي ه   يد اس ينو آم   ٦شدن  
  ين شارژ سطح پروتئ  يش افزا   ين شد. ا  يد پپت   ي سطح 

به    ي ضدقارچ   يد در اتصال پپت   ي تواند نقش موثر ي م 
 ,Huang and Peng( داشـته باشـد    ي سـلول   يواره د 

  يـادگيري پژوهشگران گـزارش كردنـد كـه   ). 2014
  بزارهـاي ا   يترين از قو   يكي )  deep learning(   ق ي عم 

  يكروبـي ضد م   يدهاي پت كشف پ   يع در تسر   يا روز دن 
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  ي مولكـول   يناميـك راه محاسـبات د همـ  كه به است  
كارآمد را فراهم ساخته است   ي محصول   يد امكان تول 

 )Cao et al., 2023 .(  مطالعـه، بـا    يـن در ا   ينـرو از ا
شده، سـاختار    ي سازه طراح   ي كارآمد   ي هدف بررس 

  يابي ارز   ورد شده، م  ي طراح  يب نوترك  ين پروتئ   يي نها 
  يد تول بل  ا ق   يب نوترك   ين پروتئ   يداري قرار گرفت و پا 

. محققـان بـا  يـد گرد   ييـد شـده تا   ي زه طراحـسا   از 

ضد    يد پپت   ي رو   ي مولكول   يناميك د   يز آنال   يري بكارگ 
كارآمـد    ي دارو   ي در طراح   ي سع   ين، باتاس   يكروبي م 

و مثبت مقـاوم    ي گرم منف   ي ها ي در مقابله با باكتر 
 Chakraborty et(  اند كرده ها ك يوتي ب   ي در برابر آنت 

al., 2020 .( 

 

  
:  ) B، ( RMSD: تغييـرات  ) A. ( نانوثانيـه شـبيه سـازي   ٥٠در طـول    FeAPآناليز بررسي پايـداري پپتيـد ضـد قـارچي    .٢شكل  

الكتور ) D(   و   Rg: تغييرات  ) RMSF ،   )Cتغييرات   پپتيد ضد قارچي : وضعيت   استاتيك 

  

  FeAP  يضد قارچ  يدپپت  يبنوترك  يدولت
    تونتو هايانتقال سازه به گ اييدت
،  FeAP  ي ضـدقارچ   يد پپت   يب نوترك   يد منظور تول   ه ب 

بـه    pCAMBIA3301  ناقـل شـده در    ي سازه طراح 
توتون با    ياه منتقل و سپس گ   يوم اگروباكتر   ي باكتر 

  يـن سـازه در ا   ي . طراحـيـد ه گرد آلـود   ي باكتر   ين ا 
بود كه در صورت صـحت انجـام    ي ا مطالعه به گونه 

  و شـده    فعال   توتون   ياه در گ   gusژن    يندها، فرآ   ين ا 

ــر  ــگ آبـ ــك د   ي رو   ي نـ ــاه گ   ي ها يسـ ــر در ز   يـ   يـ
ــا  ٣شــود (شــكل    مشــاهده   يكروســكوپ م  ). مطمئن
گزارشـگر    ي بـرا   يـاهي انتخاب پژوهشگران گ   ين ول ا 
).  Basu et al., 2004( اسـت    GUSژن، ژن    يـان ب 

انتقال ژن هدف به گ  از    يـاه روش مورد استفاده در 
ــاكتر   يــق طر  ــه تعــداد    يوم اگروب اســت كــه منجــر ب

در    ي خارج اي ان دي  يكپارچه  ي ا ه خه س از ن  ي متفاوت 
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    ). Podia et al., 2023( شود ي ژن م   يان از ب  ي فاوت مت   ير مقاد   يد به نوبه خود سبب تول   ين د و ا شو ي م   ياه گ 
 

                                                      

  

ا اسـتفاده از ژن گـزارش  بـه نآبررسي صحت طراحي سـازه و انتقـال  .٣كل  ش لـوده شـده بـا آ ن: گيـاه توتـوGUS .Aدهنـده گيـاه توتـون بـ
 يوم بدون سازه بياني: گياه توتون آلوده شده با آگروباكترGUS ،Bآگروباكتريوم و بيان ژن  

 

    FeAP يكروبيضدم   يدژن پپت  يانب ييدات
  ي ضـد قـارچ   يـد پپت   يد امكان تول   ي به منظور بررس 

ــب نوترك  ــول   يـ ــطح مولكـ ــاي از پرا   ي در سـ   يمرهـ
ه  استفاد   ا آران   ژن در سطح   ير جهت تكث   ي اختصاص 

-RTدر واكنش    ي جفت باز   ١٥٥قطعه    ير د. تكث ش 

PCR   توتـون    ياه موفق ژن هدف در گ   يان نشان از ب
 ).   ٤دارد (شكل  

 

  
  

  اي ن ا نشـانگر دي :  M  با استفاده از آغازگرهـاي اختصاصـي.   RT-PCRبررسي تكثير ژن پپتيد ضد ميكروبي در واكنش    . ٤شكل  
بازي،    ١٠٠ نمونه   PCR: محصول  L1-L7جفت  ب براي  مختلف  اختصاصي هاي  آغازگرهاي  با   رگ گياه توتون 
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  FeAP يكروبيضدم   يدپپت  يانب ييدات
  يـاه در گ   بي يكرو ضد م   يد پپت   يد تول   ييد به منظور تا 

ــده  ــتخراج ش ــول اس ــون، محص -SDSژل    ي رو   توت

PAGE   ا   يج برده شد. نتا مرحله    ين بدست آمده در 
انسـته بـا غلظـت  تو   توتـون   ياه دهد كه گ ي نشان م 
  ي حـدود   ي هدف را با وزن ملكـول   ين پروتئ   ي مناسب 

). وجود شـش  ٤(شكل    يد نما   يد تول   يلودالتون ك   ١١
  يـدي پپت   ي تـوال   ي در انتهـا   يسـتدين ه   ينه ام   اسيد 

  بـا اسـتفاده از سـتون   ين پروتئ   ي ساز امكان خالص 
ــل ن  ــراهم    يك ــرد ف ــكل    ك ــروتئ ٥(ش ــت پ   ين ). غلظ

  ٢٤دفورد،  برا شده با استفاده از روش    ي ساز خالص 
ــرم يلي م  ــر يلي در م   گ ــروتئ   ليت ــد. پ ــبه ش   ين محاس

FeAP   به شكل طب ش   ي ساز خالص مطـابق    يعـي ده 
وزن    ي دارا   يـز ن   ) ٢٠١٩و همكـاران (   انگ و گزارش  

گــزارش شــده    يلودالتــون ك   ١١  ي حــدود   ي ولكــول م 

ــن اســت. از ا  ــ  ، رو ي ــد تول   رغم ي عل ــب نوترك   ي ــن ا   ي   ي
ــروتئ  ــول   ين، پ ــروتئ   ي وزن مولك ــر تغ   FeAP  ين پ   يي

  ين غلظـت پـروتئ   ين نداشته اسـت. همچنـ  ي ن چنا ان 
  يلـي م   ٥٩/٤تـا    ٣٠/٢  يعي به شكل طب   ي استخراج 
 Wang et( اسـت    شـده گـزارش    يتر ل   يلي گرم بر م 

al., 2019  .( يــد تول   ي هــا يت مز   ين همتــر از م   يكــي  
از    ي ه غلظـت بـالا بـ  يابي دسـت   يـب، نوترك   ين پروتئ 

از  ).  Szeto et al., 2022( اسـت    يي محصـول نهــا 
بخـش نشـان    يـن سـت آمـده در ا بد   يج نتـا   رو، ين ا 
مطالعـه،    يـن شـده در ا   ي دهد كه سازه مهندسـي م 

مشـابه    ار با عملكرد و سـاخت   يدي پپت   يد تول   يت قابل 
ــي طب  ــ  يع ــد تول   ين را دارد. همچن ــب نوترك   ي ــن ا   ي   ي

ا  از    ٤  يش افـزا سـازه سـبب    ين محصول با استفاده 
ــر  ــا   ي براب ــول نه ــت محص ــده    يي غلظ ــتخراج ش اس

 گردد. ي م 

  
  

نوتركيـب    . ٥شكل   توتـون  از    سـازي شـده اسـتخراج و خالص   FeAPبررسـي پـروتئين  : نمونـه  SDS-PAGE  .L1روي ژل  گيـاه 
جـدا شـده از بـرگ توتـون    روتئين : كل پـL2  پروتئيني رنگي،   نشانگر :  Ni  ،Mده با ستون  سازي شده از برگ آلو خالص 
با L3آلوده،   آلودگي  توتون بدون    روباكتريوم اگ   : پروتئين برگ 

 

 .Aبــر قــارچ    FeAP  يضدقارچ  يداثر پپت  يبررس

rabiei  
، از  FeAP  ي ضـد قـارچ   يد اثر پپت   ي به منظور بررس 

اسـتفاده   انتشار چاهك  بـد شـد روش  منظـور،    ين . 
ــا غلظت  ــخص (   ي ه ــر  يلي م   ٣٢٠و    ١٦٠مش ــرم ب گ

  منافـد در داخـل    يكروبي ضد م   يد ) از پپت يتر ل لي ي م 
ــرار   ، كشــت   يط محــ  ي رو   شــده   يجــاد ا  ده شــد.  دا   ق

ار  در هز   ٢كش منكوزب با غلظت  از قارچ   ين همچن 
نشان    يج . نتا يد به عنوان كنترل مثبت استفاده گرد 

گـرم  يلي م   ١٦٠با غلظت    ي ضد قارچ   يد داد كه پپت 
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كش  مشـابه بـا قـارچ   ي قـدرت   ي دارا   يتـر ل   يلـي بر م 
  ٣٢٠در غلظـت    يـد نكوزب بوده و استفاده از پپت م 
بـه    ي ي ها ه هالـ  جاد ي ا   قادر به   يتر ل لي ي گرم بر م يلي م 

). در تنهـا  ٦است (شكل    يده گرد   يليمتر م   ١٤قطر  
،  FeAP  ي ضد قـارچ   يد پپت   ي رو   مطالعه انجام شده 
گزارش كردند كه غلظت    ) ٢٠١٩وانگ و همكاران ( 

 Botrytis  بر قارچ  يكروبي ضد م   يد پپت   ين بازدارنده ا 

cinerea ،  اشــد. مطالعــات  ب ي گــرم م يلي م   ١/٢٤٨
  يرات تــاث   ي، د قــارچ ضــ  ي يــدها نشــان داده كــه پپت 

 ,Alyousef(   د مختلـف دارنـ  ي ها ارچ بر ق   ي متفاوت 

جـدا    يكروبـي ضـد م   يـدهاي در مطالعه پپت  ). 2021
بــه همــراه    Myrtus communis  يــاه شــده از گ 

رو   يك متانول    يـديا مختلف قارچ كاند   ي ها گونه   ي بر 
از روش انتشار چاهك صورت پـذ  .  يرفت با استفاده 

ــدگ  ــتند بازدارن ــا توانس ــ  ي آنه   ٧/٢٠و    ٥/٢٣د  رش
  ماينـد كشـت را مشـاهده ن   يط محـ  ي رو   يليمتري م 
 )Alyousef, 2021 .(  يج بـا توجـه بـه نتـا   رو، ين از ا  

مطالعــه و عملكــرد مناســب    يــن بدسـت آمــده در ا 
FeAP   قارچ    ي بر روA. rabiei يري ، امكـان بكـارگ  

تقـال  مطالعه به منظور ان   ين شده در ا   ي طراح   سازه 
  ي ضـد قـارچ   يـد پپت   يـدار پا   يـان نخـود و ب   ياه به گ 

 .A  قـارچ مقاوم بـه    ياهي گ   يد مذكور به منظور تول 

rabiei   .وجود دارد 

  

  
  

  آب ( كنتـرل منفـي    : A. rabiei .   A  قـارچ   ٦بـر روي پاتوتيـپ    FeAPول ديفيـوژن پپتيـد ضـد قـارچي  ا نتيجه آزمـايش  .  ٦شك 
 پپتيد   ليتر بر ميلي   گرم ميلي     ٣٢٠و    ١٦٠ب غلظت هاي  رتي ت   به   Dو    Cدو در هزار سم منكوزب،  : غلظت  B  )، استريل 

  

  يريگ يجهنت
در كنتــرل    يمــن تنهــا راه ا   زيســتي   ي هــا كش قارچ 
  ي كشـاورز   ين از خسارات سنگ   يري ها و جلوگ قارچ 

نشــان  مطالعـه    يــن بدســت آمـده از ا   يج اسـت. نتـا 
  يار عملكرد بس   FeAP  ي ضد قارچ   يد كه پپت دهد  ي م 

داشته كه    A. rabieiچ  ار ق   ير مناسب در كنترل تكث 
  ايـن   ي كامل بر روند اجرا   ييدي به نوبه خود تا   ين ا 

ضـد    يـد انتقـال ژن پپت   رو، ين باشد. از ا ي پژوهش م 

پا   ياه به گ   FeAP  ي قارچ    يدارسـازي نخود و سـپس 
ود  رقم مقاوم نخـ  يد تواند منجر به تول ي ژن، م   يان ب 

  د.  شو   A. rabieiبه قارچ  

  
  سپاسگزاري

  ي دانشـجو   وهش پـژ   ح پـژوهش حاصـل از طـر   اين 
  ٤٧٩٣٨مشهد به شـماره    ي دانشگاه فردوس   ي دكتر 
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ــد  ــه ب ــت ك ــب ترت   ين اس ــرم    ي ــگاه محت   گردد. ي م   ي سپاسگزار از آن دانش
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Abstract 
Antifungal peptides are among the effective strategies for combating pathogenic fungi such as Ascochyta 
rabiei. This study was conducted to investigate the antifungal activity of the FeAP peptide against A. 
rabiei. Therefore, an expression construct was designed and molecular dynamics analyses were 
performed to evaluate the stability of the antifungal peptide. The target gene was synthesized and inserted 
into the pCAMBIA3301expression vector. The construct was transformed into Agrobacterium and then 
tobacco plants were infected with this bacterium. Successful transformation of tobacco plants was 
confirmed using the GUS reporter gene and RT-PCR analysis. The FeAP peptide purified using a Ni-
NTA affinity column, and its antifungal activity was evaluated using the well diffusion method against A. 
rabiei. The results of the molecular dynamics analyses indicated that the designed construct enabled the 
production of a stable peptide. Production of the antifungal peptide, with an approximate molecular 
weight of 11 kDa, was confirmed by SDS-PAGE. A clear zone with a diameter of 14 mm demonstrated 
inhibition of A. rabiei growth at a concentration of 320 mg/ml. Furthermore, the findings of this study 
may contribute to the development of chickpea plants resistant to A. rabiei. 

Keywords: Agrobacterium, Gene delivery, Antifungal peptide, Molecular dynamics 
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