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 چکیده

هستند.  Ascochyta rabieiمانند  یماریزاب یهاموثر در مقابله با قارچ یهایاز استراتژ یکی یضد قارچ یدهایامروزه پپت

منظوور،   ین. بدیرفتصورت پذ A. rabieiبر قارچ  FeAP یضد قارچ یدپپت یتظرف یمطالعه با هدف بررس ینا رو،یناز ا

ژن هودف  ی،ضود قوارچ یدپپت یداریپا یبه منظور بررس یمولکول دینامیک  یزهایو انجام آنال  یانیسازه ب  یپس از طراح

ن یوتوتوون بوا ا یواهو سوپس گ یافوتانتقوا     یوم. سازه به اگروباکتریدوارد گرد  pCAMBIA3301  یانیب  ناقلسنتز و به  

. پوس از دانجوام شو RT-PCRو روش    GUSانتقا  ژن بوه  توتوون بوا اسوتفاه از ژن گزارشو ر    ییدآلوده شد. تا  یباکتر

، عملکرد آن با استفاده از روش انتشار چاهک بور هیختترار  یاهاز گ  یکلبا ستون ن   FeAP  یدپپت  یاستخراج و خالص ساز

امکوان  یضد قارچ یدپپت یدتول یشده برا ینشان داد که سازه طراح یجقرار گرفت. نتا یمورد بررس A. rabieiقارچ  یرو

 یرو  یلودالتوونک  11  یحودود  یبا وزن مولکلوول  یضد قارچ  یدپپت  یدتول  یید. تاه استرا فراهم ساخت  یدارپا  یدپپت  یدتول

بور  گورمیلیم 320در غلظوت  رشود از قوارچ در ممانعوت متوریمیلی 14 هالوه یجوادصورت گرفت. ا  SDS-PAGEژ   

مقاوم نسبت به   یاهیگ  یجادنخود و ا  یاهانتقا  به گ  برایشده    یدتول  یکروبیضد م  یدپپت  یبالا  یتنشان از ظرف  لیتریلیم

 قارچ است. ینا

 یمولکول ینامیکد  ی،ضد قارچ  یدپپتآگروباکتریوم، انتقا  ژن، :  های کلیدیواژه
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  مقدمه

  ی و کشواورز   ی اقتصواد   یوت از حبوبات با اهم   نخود 

  یوا بالا در سراسر جهان است کوه بعود از لوب   یار بس 

  ین به عنوان دومو  ( Phaseolus vulgaris)   ی معمول 

محصو  حبوبات کشوت شوده در جهوان شوناخته  

مطالعوات نشوان  (.  Singh et al., 2021) شوود  ی م 

  ی ، کل سطح کشت جهان 2022که در سا     دهد ی م 

بوه بوه    نجور هکتوار بوود کوه م   یلیون م   8/14نخود  

. مطواب   یود تون نخوود گرد   یلیون م   1/18برداشت  

خصوو     ین کشورها در ا   ین مستندات فائو، مولدتر 

و    5/13  یب هستند که به ترت   یا کشور هند و استرال 

 ,FAOSTAT) اند کرده  ید تن نخود تول  یلیون م   1/1

نخوود،    ای یوه ارزش تغذ   یت با توجه به اهم (.  2024

  وتئین، از پوور   یفیووت باک   ی غووذا   یووک محصووو     یوون ا 

  یود بالا است که فوا   ی و مواد معدن   یبر ف   ها، یتامین و 

 Wang et) سوممت انسوان و دام دارد    ی برا   ی مهم 

al., 2021  .) و    ی اقتصواد   یم مسوتق   یود عموه بور فوا

را از    ی کشاورز   ی ها یستم نخود، کشت آن س   یی غذا 

  بخشود ی بهبوود م   یتوروژن ن   زیسوتی   یوت تثب   ی  طر 

 (Singh et al., 2021 .)  محصوو  بوه    ین ا   یران، در ا

قورار گورفتن در    یول بوه دل   ی غرب   یمه خصو  در ن 

در حفظ و    ی مهم   یار تناوب با گندم و جو، نقش بس 

 . کند ی م   یفا منطقه ا   ی کشاورز   ی بقا 

در سوطح جهوان در    هوا یماری ب   ترین یع از شوا   یکی 

  یووت بم   یووا نخووود    ی محصووو  نخووود، بوور  زدگوو

نووام دارد کووه    ( Ascochyta blight)   یتایی آسووکوک 

  ین شود. ا   ی م  یجاد ا  Ascochyta rabieiتوسط قارچ  

نخوود )بور ، دمبور ،    یی به قسمت هووا   یمارگر ب 

 ,.Singh et al) کند    ی ساقه، غمف و دانه( حمله م 

  ی هوا یره نکروز با دا   ی ها عمئم با ظهور لکه (.  2022

هووا، بووا  هووا و غمف بر    ی رو   یاه متحوودالمرکز سوو

ها مشووخص  سوواقه   ی رو   یشووتر ب   یل مسووتط   یعات ضووا 

در    یمارگر هور ب . ظ ( Foresto et al., 2023) شود ی م 

آن به نسل    ی غمف منجر به عفونت بذر و پراکندگ 

  یعه ضا   ین زاتر یب حا ، آس   ین شود. با ا ی م   یز ن   ی بعد 

توانود  ی م   یورا افتود، ز ی م   اتفوا  ها  سواقه   ی قارچ رو 

 ,.Singh et al) ببورد    ین را سوخته و از بو  یاهان گ 

2022; Foresto et al., 2023  .)  در حا  حاضر، بوه

قوارچ و عودم    یون مقاوم بوه ا   ی ها یته نبود وار   یل دل 

 .Aدر حوذف قوارچ    یمیایی مناسب مواد ش   یی توانا 

rabiei سوخت شوده    یار بسو  یمواری ب   ین ، مقابله با ا

  ینحووا  بووا ا  (. Morcuende et al., 2024) اسووت  

  ییود استفاده از بوذر تا   یل از قب   ی مختلف   ی راهکارها 

زا، تنوواوب بووا محصووولات  یموواری از ب   ی شووده عووار 

وزاندن کلوش نخوود،  (، سومانند غومت )   یرمیزبان غ 

اسوووتفاده از ارقوووام نسوووبتاا مقووواوم، اسوووتفاده از  

  ی ها )مهارکننووووده   یسووووتمیک س   هووووای کش قارچ 

  ینات سوکسوووو  های مهارکننووووده   یمسوووویون، دمت 

( و  ینوون کوئ   ی خوارج   ی ها و مهارکننده   یدروژناز ده 

شوده    یشونهاد پ   زیسوتی   های ی استفاده از اسوتراتژ 

 ,.Manjunatha et al., 2018; Foresto et al) است  

2023 .)  

ب   ی ها ی استراتژ   در  هوا و  ین پروتئ   یولوژیوک، مبارزه 

در    ی خوط دفواع   ین اولو  یکروبوی، ضود م   یدهای پپت 

  ی ها یکروارگانیسووم از م   یوواه مقابلووه بووا حفاظووت گ 

  یت فعال   یل به دل   ها ین نوع پروتئ   ین است. ا  زا یماری ب 

  ی مقاومت   یداری و عدم پا   یمنی گسترده، ا   ی ضدقارچ 

در    تفاده اسوو  ی بوورا   یی بووالا   یل آنهووا پتانسوو  در برابوور 

و    هووا ین دارنوود. در حووا  حاضوور، پروتئ   ی کشوواورز 

حفظ دانه و   یماری، ضد قارچ در کنتر  ب  یدهای پپت 

  اند یافته دست    یی ها یت به موفق   یاهی گ  یته بهبود وار 

 (Gupta et al., 2014; Puig et al., 2015; Lee et 

al., 2017; Moosa et al., 2018  .)  وانووو و

ضد    ید پپت   ی ساز ( موف  به خالص 2018همکاران ) 

 Fagopyrum)   یاه گنودم سو  یواه مووثر از گ   ی قارچ 

esculentum  ) یود تشابه بالا بوا پپت   ی شدند که دارا  

Fα-AMP1   آنها گوزارش کردنود    یاه گندم س است. 

از جوانوه    یری در جلوگ   یی نقش بسزا   ید پپت   ین که ا 

 Botrytis  ی ها یسوولیوم اسووپورها و رشوود م   ی زنوو

cinerea  دارد    ی گوجه فرن    یاه در گ (Wang et al., 

  ید پپت   ین منحصر به فرد ا   ی ها یژگی وجود و (.  2018

  یط در شوورا   یووداری پا   ی، حرارتوو  یووداری پا   یوول از قب 
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و داشتن    ی اثر ضد قارچ   ی بالا  یار قدرت بس  یدی، اس 

را    ید پپت   ین مختلف ا   ی عملکرد در حضور مواد معدن 

  یود جهوت تول   یوداها کاند   ین از بهتور   یکی به    یل تبد 

 کند.  ی ها م مقاوم به قارچ   ی ها یته وار 

ا  بوه    یوا، بوار در دن ین اول   ی مطالعه، برا   ین ا   رو، ین از 

  یود پپت   یوب نوترک   ینوی ساختار پروتئ   ی منظور بررس 

FeAP   جهوت    یشو اهی و آزما   ینوامیکی به شوکل د

.  یرفت توتوون صوورت پوذ   یواه در گ   یب نوترک   ید تول 

مقواوم    ی ها یته وار   ید آمده جهت تول   یج سپس از نتا 

 خواهد شد.   ده استفا   زا یماری ب   ی ها نخود به قارچ 

 

 و روش ها مواد

 یمولکول ینامیکد مطالعات

 ینپروتئ یساختار  یساز  آماده

از    FeAP  یکروبوی ضد م   ید مربوط به پپت   ی ژن   توالی 

 Fagopyrum)   یاه گنودم سو  یواه گ   ی ژنوم   ی ها داده 

esculentum )    36355-34594در محووووووووودوده  

پا   یدی نوکلئوت  .  ید استخراج گرد   NCBI  ی ژن   ی اه از 

  ینوی بوه سواختار پروتئ   ی با توجه به عودم دسترسو

FeAP   ی اه در پا  PDB  (www.rcsb.org)  سواختار ،

  Swaiss-Model  فوزار با استفاده از نورم ا   ینی پروتئ 

 (. Waterhouse et al., 2018)   یوود بوورآورد گرد 

شوده بوا اسوتفاده از    یود مد  تول   یفیت ک   ین همچن 

سووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووورور 
(http://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK)  

PROCHECK  قوووورار گرفووووت    ی مووووورد بررسوووو

 (Laskowski et al., 2001 .)    

 

   یمولکول ینامیکد محاسبه

بررس   به    ید ساختار پپت   ی مولکول   ینامیک د   ی منظور 

 ی مولکول  ینامیک ، از نرم افزار د FeAP یکروبی ضد م 

GROMAC2018    استفاده شد (Abraham et al., 

  CHARMM27  یوروی ن   یدان از م   ین مچن . ه ( 2015

اسوتفاده    FeAP  ینی پروت   یداری پا   ی به منظور بررس 

مکعوب    ی فضوا   یک   ید، پپت   ی شد. به منظور رهاساز 

به    SPC  ی و از مد  آب   ی طراح (  mm ×1×1 1) مربع  

  ی . بوه منظوور خنثویود عنوان محلو  استفاده گرد 

و کلور بوا    یم سود   ی هوا   یوون از    یط بوار محو  ی ساز 

محلو  استفاده شد. به حداقل    ی ها یون   ی زینی جا 

با    ( Energy minimization)  یستم س  ی رساندن انرژ 

انجووام    steepest descent  یتم اسووتفاده از ال ووور 

و   ( NVT)   موایی تعواد  د   یجواد . به منظوور ا ید گرد 

-Nosé  ی هووا   یتم ال ووور   یووب ، بووه ترت ( NPT) فشووار  

Hoover   و    یکوثانیوووه پ   0/1  ی زموووان   یوووداری بوووا پا

Parrinello-Rahman   0/5  ی زموووان   یوووداری بوووا پا  

.  ( Nosé et al., 1983) شود    یری بکوارگ   یکوثانیوه پ 

درجوه    310تحوت    ی تعاد  دما   ی ابتدا برا   یستم س 

متعواد  و سوپس    یکوثانیوه پ   400به مودت    ین کلو 

متعاد     یکوثانیه پ   1000بار به مدت    1فشار    ت تح 

  یک الکترواسوتات   یت وضوع   ی . به منظور بررس ید گرد 

 Particle Mesh Ewald یتم از ال ور   یی نها  ین پروتئ 

(PME)   یود پپت   ی مولکلوول   ینامیوک . د استفاده شود  

تحوت    یوه نانوثان   50بوه مودت    FeAP  یکروبی ضدم 

صووورت    ین درجووه کلووو   310  ی بووار و دمووا   1فشووار  

بووا    FeAP  یوود پپت   یوودرای و پا   دینامیووک .  یرفت پووذ 

 RMSD  (root mean squareی استفاده از پارامترها 

deviation )  ،RMSF   (root-mean-square-

fluctuations )   یراسیون و شعاع ژ   (Gration )    موورد

  (. Kollman et al., 2003) گرفت    قرار   یابی ارز 

 

 FeAP  یدپپت  یبنوترک  تولید

 یانیب یهاسازه  طراحی

، از  FeAP  یود پپت   یانی ب   ی ها سازه   ی به منظور طراح 

اسوتفاده شود    CLC Main Workbenchنرم افوزار  

 (QIAGEN, Aarhus, Denmark .)  ی هووا یم از آنز  

ت زیرهمسانه  جه   HindIIIو    BamHIمحدودکننده 

در    pCAMBIA3301  یووانی ن هوودف بووه حاموول ب ژ 

  بیووووانی   حاموووول .  شوووود اسووووتفاده    ی طراحوووو

pCAMBIA3301  ژن    ی حاوGUS Gene reporter 

  CaMV35Sکامول    یشبر تحت کنتر  پ   دار ینترون ا 

هودف و    یواه به گ   یح است که در صورت انتقا  صح 
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  کنووود می   ی رنوووو آبووو  یووود تول   ین، پوووروتئ   یوووان ب 

 (Shokouhifar et al., 2018 .)  یی در انتها   ین همچن  

بوه منظوور    یسوتدین ه   ینه آم   ید هدف، شش اس   ژن 

  Ni-NTAآسان به با اسوتفاده سوتون    ی ساز خالص 

  ین پروتئ   یان جهت ب   یی نها   ی در نظر گرفته شد. توال 

کدون و    یابی   ینه نخود، به   توتون و   یاه گ   یزبان در م 

   ساخته شد.   GENSCRIPTسپس توسط شرکت  

 

 

 

 

 

 

 
 

  ی ضد قارچ   ید پپت   FeAP  ی ژن   ی توال   ی از مهندس   یکی شمات   . 1شکل      

 

و انتقال آن بههه    یانیب  ناقلدر   FeAPژن  ینگکلون

 یومآگروباکتر  یباکتر

  ناقول سواخته شوده در    FeAPمنظور انتقا  ژن    به 

pUC57    یوانی ب   ناقل به  pCAMBIA3301  هور دو ،

محودود کننوده    ی ها یم از آنز   یکسان با غلظت    ناقل 

BamHI    وHindIII    اتصوا  هضم و سپس واکونش  

 T4  یوت بوا اسوتفاده از ک   یوانی ب   ناقل با    FeAPژن  

DNA Ligation    شرکتRoche   یرفت صوورت پوذ  .

سووویه    Escheruchia coli  ی بوواکتر   بووه محصووو   

DH5α   بوه منظوور  یود گرد   یور منتقل و سپس تکث .

صووحت    یووین و تع   سووازی همسانه واکوونش    ییوود تا 

و    PCR  ی کلوون   ی ها از روش   باز   خوانش   چهارچوب 

  ینود فرآ   ییود . پوس از تا یود اسوتفاده گرد   یابی ی توال 

  ی ها استخراج و به سلو    یانی ب   ناقل   ، سازی همسانه 

. بوه  یافوت انتقوا     LBA4404  یه سوو   یوم اگروباکتر 

  ی ها به سلو    یانی ب   ناقل   یح انتقا  صح   یید تا   نظور م 

اسووتفاده شوود    PCR  ی از روش کلووون   یوم آگروبوواکتر 

 (Shokouhifar et al., 2018 .) 

 FeAPتوتون جهت انتنقال ژن   یاهگ  یساز  آماده

  یواه به توتون از بذور گ   FeAPمنظور انتقا  ژن    به 

استفاده    Nicotiana tabacum var. xanthiتوتون  

مخلووط ورموی    ی شد. بذور توتون در گلودان حواو 

ها  کشت شد. گلدان   یت کولیت، پیت ماس و کوکوپ 

  و   یده پوشوان   یکی با پوشش پمست   ی زن تا زمان جوانه 

درجووه و    22  یی دمووا   یط بووا شوورا   ی نووور مصوونوع   در 

و رطوبوت مناسوب    یی سواعت روشونا   16  یود فتوپر 

ها  پوشش گلدان   ی شدند. پس از جوانه زن   ی ن هدار 

 . د ش حذف  

 
  یقو تزر  ومیآگروباکتر  یونسوسپانس  یساز  آماده

  FeAPژن   یانب  یبررس  برایتوتون   یاهبه برگ گ

جهوت    ی بواکتر   ی ها سولو    ی سواز منظوور آماده   به 

  یط محو  یتور ل یلی م   10در    یید مورد تا   ی کلن   ی ، تزر 

و    یسوین کاناما   ی هوا یوتیک ب ی آنت   ی حواو   LBکشت  

  28  ی در دموا   روز   3کشت و بوه مودت    یفامپسین ر 

در انکوباتور قرار    rpm  150  و دور   یوس درجه سلس 

ها رسوب داده شده و در بوافر القوا   گرفتند. سلو  
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 (Cl4NH  1    ،گرم بر لیترO27H-4MgSO  3 /0    گورم

  2CaCl  01 /0گورم بور لیتور،    KCl  015 /0بر لیتر،  

گرم بر لیتر،  میلی   O27H-4FeSO  5 /2گرم بر لیتر،  

MES  20   و   موولار میلی   2مولار، بافر فسفات  میلی  

  یوک کامم حل و به مدت    ( مولار میلی   0/ 01گلوکز  

ها  شودند. سوپس سولو    ی ن هودار   یکی شب در تار 

4MgSO-)   یو  مجدد در بافر تزر   ریوفوژ پس از سانت 

O27H  10   و   مولار میلی  MES  10   حل  مولار میلی )

تزریو  آگروبواکتریوم    بوه روش   یو  و عمل تزر   د ش 

 (Agroinjection )    با سرنو بدون سووزن در پشوت

رگبور  انجوام شود.    ین توتوون در بو  یاه گ   ی برگها 

پوشانده    یکی با پوشش پمست   ی  پس از تزر   یاهان گ 

ط به مودت  ی مح   ی و دما   یکی تار   یط شدند و در شرا 

 (. Yang et al., 2000) ساعت قرار گرفتند    24

 
 GUSعملکرد ژن    یستوشیمیاییسنجش ه

  ژن   یووت فعال   یستوشوویمیایی منظووور سوونجش ه   بووه 
GUS  ،48   از    ی برگ  ی ها یسک د  ی  ساعت پس از تزر

ساعت در محلو     24و به مدت    یه ته   ی  موضع تزر 

قورار داده    یوداز بتاگلوکورون   یم آنوز   یت سنجش فعال 

درصد    70با استفاده از الکل    ی برگ  ی ها یسک شد. د 

 ی ها یسک د  (. Cervera, 2005) شدند    یی زدا  یل کلرف 

 Nikonمود     یکروسکوپ با م   یل فاقد کلروف   ی برگ 

Eclipse Ni-U  ین و دوربوو  Nikon Ds-Fi3    گووروه

شدند    ی مشهد بررس   ی دانش اه فردوس   یوتکنولوژی ب 

  یر در آنهووا تصووو   یووداز بتاگلوکرون   یم آنووز   یووت و فعال 

 شد.   ی بردار 

 
 -RTبا اسههتفاده از روش    FeAPژن    یانب  بررسی

PCR 
شده در مرحله قبل    یید تا   ی ها منظور، از بر    بدین 

  یست فنل کلروفورم شرکت دنا ز   یت با استفاده از ک 

. سپس با استفاده از  یرفت ورت پذ ا ص ج آران استخرا 

  cDNA  ینتفیک، شرکت ترموسا   cDNAسنتز    یت ک 

رفووت    ی سوونتز و سووپس بووا اسووتفاده از آغازگرهووا 

CCTCTTGCTCACCGTCCTA   و برگشوووووووت  

CGGCACCGCAGTATTTAG   مطالعووه    یوون در ا

  PCRانجام شد. محصو  واکنش    RT PCRواکنش  

قووورار گرفوووت    ی ژ  آگوووارز موووورد بررسووو  ی رو 

 (Morcuende et al., 2024 .) 

  

بهها    یههبنوترک  یکروبههیضههد م   یههدپپت  اسههتارا 

 Ni-NTAاستفاده از ستون  

شوده در    ییود تا   ی هوا بر  از    گورم   1منظور،    بدین 

پودر شدند.    یع و در ازت ما   ی آور جمع   ی مراحل قبل 

  3  یواهی، گورم از پوودر گ یلی هور م   ی سپس بوه ازا 

،  Tris Hclمولار  میلی   100) بافر استخراج  یتر ل یلی م 

درصووووود بتوووووا    EDTA  ،5 /0موووووولار  میلی   10

بووه آن    ( PMSFمیلووی مووولار    50  و   مرکاپتواتووانو  

قرار    یخ ی  رو   یقه دق   10. محلو  به مدت  شد اضافه  

  20بوه مودت   rpm  12000  داده شود و سوپس در 

  یفوژ سوانتر   ی راد درجعوه سوانت   4  ی در دموا   یقه دق 

، از  یکروبوی ضد م   ید پپت   ید تول   یید . پس از تا ید گرد 

بوووه منظوووور    یووواژن شووورکت ک   Ni-NTA  یوووت ک 

  ینه آم   ید اس   6  ی دارا  یب نوترک  ین پروتئ  ی ساز خالص 

  یود تول   ییود . به منظوور تا گردید استفاده    یستدین ه 

و محصووووو     یووووب نوترک   یکروبی ضوووودم   یوووود پپت 

  از هر محلوو    یکرولیتر م   50شده آن،    ی ساز خالص 

برده شد. از روش برادفوورد    SDS-PAGEژ     ی رو 

  ی اسووتخراج   ین غلظووت پووروتئ   یووین بووه منظووور تع 

   (. Hanittinan et al., 2020) استفاده شد  

 
 A. rabieiبر قارچ   یضد قارچ  یداثر پپت  بررسی

  ی ضود قوارچ   یوب نوترک   ید اثر پپت   ی منظور بررس   به 

از    یعی رب  یتا مطالعه، قارچ آسکوک   ین شده در ا  ید تول 

  یوواهی پژوهشووکده علوووم گ   یکروارگانیسووم بانووک م 

  یط مح   ی شد. قارچ رو  یه مشهد ته   ی دانش اه فردوس 

(،  یتوور ل بوور    گوورم   200پووودر نخووود )   ی کشووت حوواو 

بور    گورم   20( و اگوار ) یتور ل بور    گرم   20دکستروز ) 

داده شوود. بووا اسووتفاده از روش و     کشووت (  یتوور ل 
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  320و    160مشوووخص )   ی غلظوووت هوووا   یفیووووژن د 

در    یکروبوی ضود م   ید ( از پپت یتر ل یلی گرم بر م یلی م 

قورار    ، کشوت   یط محو  ی شده رو   یجاد ا   منافذ داخل  

کش منکوزب با غلظوت  از قارچ   ین داده شد. همچن 

.  یود در هزار به عنوان کنتر  مثبت استفاده گرد   2

 (Wen et al., 2022 .) 

 

 یآمار آنالیز

مطالعه با    ین بدست آمده در ا   یج نتا  یل و تحل  تجزیه 

.  یرفت صورت پذ   SAS ver 9.1استفاده از نرم افزار  

ازموون    ی  از طر   ی آمار   یانی ین م   یسه مقا   ین همچن 

t-test   یرفت صورت پذ  . 

 
 و بحث نتایج

 FeAP  یضد قارچ یدپپت یداریپا  بررسی

تا سازه    یازبود ن   ید پپت   ین ا   یب نوترک   ید به منظور تول 

در    ین پوروتئ   ین ا   یب نوترک   ید تول   ی شده برا   ی طراح 

توا    یرد قرار گ   ی مورد بررس   یوانفورماتیک مطالعات ب 

  یووداری عملکوورد و پا   ی شووده دارا   یوود تول   ین پووروتئ 

  ی ضود قوارچ   ید ساختار پپت   ینرو، باشد. از ا   ی مناسب 

FeAP  افوزار گورومکس معرفو   یوداری و پا   ی به نرم 

شوده در    ی شده توسط سازه طراحو  ید تول   ین پروتئ 

  یوون قوورار گرفووت. در ا   ی مووورد بررسوو  مطالعووه   یوون ا 

آنال  با استفاده جوذر متوسوط    ی ساختار   یز خصو  

روش در    یقتورین ه دق ک   ( RMSD) ت  مجذور انحرافا 

  ینامیووک د   یط در شوورا   ین پووروتئ   یووداری بوورآورد پا 

  یج توا ن   ( A2شوکل  )   یرفت است، صورت پذ   ی مولکول 

در    ی ضدقارچ   ید دهد که پپت   ی آمده نشان م   دست ب 

بوده و بعد از آن    یداری ناپا   ی او  دارا   یه نانوثان   10

  A  از   RMSDرسود. نوسوان مقودار    ی م   یداری به پا 

ضود    یود کامول پپت   یداری نشان از پا   A  8/0تا    4/0

فاصله متوسوط    یزان م   RMSDدارد. پارامتر    ی قارچ 

  ساختاری   یداری تعاد  و پا   ی بررس   ی ها برا اتم   ین ب 

  ی اسووت. بطووورکل   یوواز مووورد ن   ی ضوود قووارچ   یوود پپت 

RMSD   در   یه اول   یت موقع   ین ب   ی مختصات اتم   (t = 

را    tدر زموان مشوخص    ید جد   ی اتم   ی ها و مکان   ( 0

  یو  از طر   یسوتم س   یط شرا   یل و تحل   یه براساس تجز 

  ید نما ی م   یین تع  ی بعد شباهت در ساختار سه  یین تع 

 (Cardoso et al., 2022 ) کوه زم بوه ککور اسوت  . لا  

نشان دهنوده انحوراف    RMSDدر ساختار    ییرات تغ 

اضوووافه شووودن    یجوووه در نت   ی احتموووال   ی سووواختار 

  ی هوا یم آنز   ید اس ینو ام   4سازه مانند    ینواسیدهای آم 

مربووط خوالص    یسوتدین ه   ید اسو  ینو آم   6و    ی برش 

 (. Cardoso et al., 2022) اسوت    ین پوروتئ   ی سواز 

  یز بوا اسوتفاده از آنوال   ینواسویدها آم   یری انعطاف پذ 

صوورت   ( RMSF) مجوذور نوسوانات    ین ان  یوجذر م 

  ی هووا دارا آن نشووان داد کووه اتم   یج و نتووا   یرفت پووذ 

نانومتر    4/0تا    1/0مناسب در فاصله   یری پذ انعطاف 

 ( Rg)   یراسیون شعاع ژ   یز از آنال  ( B2  شکل ) هستند  

  ی ضد قارچ   ید پپت   ی فشردگ   یزان م   ی به منظور بررس 

  یداری نشان داد پا   یج نتا  ( C2 شکل )   ید ه گرد استفاد 

در    ی ضودقارچ   یود پپت   ی فشوردگ   یوزان از م   ی مناسب 

وجود داشته است.    ی مولکول   ینامیک د   یند طو  فرآ 

،  RMSD  یزهووای جووامع آنال   ی بووا بررسوو  ینوورو، از ا 

RMSF    وRg   یود پپت   یوداری کوه پا   ید مشخص گرد  

صوورت    ی بوا اسوتفاده از طراحو  FeAP  ی ضد قارچ 

  ینواسویدهای مطالعه )اضافه شدن ام   ین گرفته در ا 

کوه از    ی اضواف   ینواسویدهای آم   موابقی و    یستدین ه 

  ییود متصل شده است( قابل تا   ی اصل   ید به پپت   ناقل 

  یات خصوصو  ین از مهمتور   یکوی است. از آنجوا کوه  

مربوط به آن    ی شارژ سطح   یکروبی ضدم   یدهای پپت 

  ی ، شوارژ سوطح ( Islam et al., 2023) باشود    ی مو

قورار گرفوت    یز مورد آنوال   FeAP  ی ضد قارچ   ید پپت 

آمده نشان داد که اضافه    ت بدس   یج نتا (.  D2  شکل ) 

شوارژ    یش سبب افوزا   یستدین ه   ید اس ینو آم   6شدن  

  ین شارژ سطح پروتئ  یش افزا   ین شد. ا  ید پپت   ی سطح 

به    ی ضدقارچ   ید در اتصا  پپت   ی تواند نقش موثر ی م 

 ,Huang and Peng) داشوته باشود    ی سولول   یواره د 

  یوادگیری پژوهش ران گوزارش کردنود کوه   (. 2014

  بزارهوای ا   یترین از قو   یکی (  deep learning)   ی  عم 

  یکروبوی ضد م   یدهای کشف پپت   یع در تسر   یا روز دن 
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  ی مولکوول   ینامیوک است که به هموراه محاسوبات د 

کارآمد را فراهم ساخته است   ی محصول   ید امکان تول 

 (Cao et al., 2023 .)  مطالعوه، بوا    یون در ا   ینورو از ا

شده، سواختار    ی سازه طراح   ی کارآمد   ی هدف بررس 

  یابی ارز   ورد شده، م  ی طراح  یب نوترک  ین پروتئ   یی نها 

  ید قابل تول   یب نوترک   ین پروتئ   یداری قرار گرفت و پا 

. محققوان بوا  یود گرد   ییود شوده تا   ی از سازه طراحو

ضد    ید پپت   ی رو   ی مولکول   ینامیک د   یز آنال   یری بکارگ 

کارآمود    ی دارو   ی در طراح   ی سع   ین، باتاس   یکروبی م 

و مثبت مقواوم    ی گرم منف   ی ها ی در مقابله با باکتر 

 Chakraborty et)  اند کرده ها ک یوتی ب   ی در برابر آنت 

al., 2020 .) 

 

 

RMSD ( ،B  :)(: تغییورات  Aنانوثانیوه شوبیه سوازی. )   50در طوو     FeAPآنالیز بررسی پایوداری پپتیود ضود قوارچی    .2شکل  

پپتید ضد قارچی D)   و   Rg(: تغییرات  C)   ، RMSFتغییرات   الکتوراستاتیک   (: وضعیت 

 

 FeAP  یضد قارچ  یدپپت  یبنوترک  یدتول

   توتون یاهانتقال سازه به گ تایید

،  FeAP  ی ضودقارچ   ید پپت   یب نوترک   ید منظور تول   به 

بوه    pCAMBIA3301  ناقول شوده در    ی سازه طراح 

توتون با    یاه منتقل و سپس گ   یوم اگروباکتر   ی باکتر 

  یون سوازه در ا   ی . طراحویود آلووده گرد   ی باکتر   ین ا 

بود که در صورت صوحت انجوام    ی ا مطالعه به گونه 

توتون فعا  شوده و    یاه در گ   gusژن    یندها، فرآ   ین ا 

  یووور در ز   یووواه گ   ی ها یسوووک د   ی رو   ی رنوووو آبووو

(. مطمئنووا  3مشوواهده شووود )شووکل    یکروسووکوپ م 

گزارشو ر    ی بورا   یواهی انتخاب پژوهش ران گ   ین اول 

(.  Basu et al., 2004) اسوت    GUSژن، ژن    یوان ب 

از    یواه روش مورد استفاده در انتقا  ژن هدف به گ 

اسووت کووه منجوور بووه تعووداد    یوم اگروبوواکتر   یوو  طر 

در    ی خارج ای ان دی  یکپارچه  ی ها خه از نس  ی متفاوت 
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   (. Podia et al., 2023) شود ی ژن م   یان از ب  ی متفاوت   یر مقاد   ید به نوبه خود سبب تول   ین د و ا شو ی م   یاه گ 

 

                                                      

 

: گیواه توتوون آلووده شوده بوا GUS .Aبررسی صحت طراحی سوازه و انتقوا  آن بوه گیواه توتوون بوا اسوتفاده از ژن گوزارش دهنوده  .3شکل  

 : گیاه توتون آلوده شده با آگروباکتریوم بدون سازه بیانیGUS ،Bآگروباکتریوم و بیان ژن  

 

   FeAP یکروبیضدم   یدژن پپت  یانب ییدتا

  ی ضود قوارچ   یود پپت   ید امکان تول   ی به منظور بررس 

  یمرهوووای از پرا   ی در سوووطح مولکوووول   یوووب نوترک 

استفاده    ا آران   ژن در سطح   یر جهت تکث   ی اختصاص 

-RTدر واکنش    ی جفت باز   155قطعه    یر شد. تکث 

PCR   توتوون    یاه موف  ژن هدف در گ   یان نشان از ب

 (.   4دارد )شکل  

 

 

 

ای  ان : نشوان ر دی M  با استفاده از آغازگرهوای اختصاصوی.   RT-PCRبررسی تکثیر ژن پپتید ضد میکروبی در واکنش    . 4شکل  

بازی،    100 مختلف بر  گیاه توتون با آغازگرهای اختصاصی برای نمونه   PCR: محصو   L1-L7جفت   های 
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 FeAP یکروبیضدم   یدپپت  یانب ییدتا

  یواه در گ   یکروبی ضد م   ید پپت   ید تول   یید به منظور تا 

-SDSژ     ی توتووون، محصووو  اسووتخراج شووده رو 

PAGE   مرحله    ین بدست آمده در ا   یج برده شد. نتا

توتوون توانسوته بوا غلظوت    یاه دهد که گ ی نشان م 

  ی حودود   ی هدف را با وزن ملکوول   ین پروتئ   ی مناسب 

(. وجود شوش  4)شکل    ید نما   ید تول   یلودالتون ک   11

  یودی پپت   ی تووال   ی در انتهوا   یسوتدین ه   ینه ام   اسید 

بوا اسوتفاده از سوتون    ین پروتئ   ی ساز امکان خالص 

  ین (. غلظووت پووروتئ 5)شووکل  کوورد  فووراهم    یکوول ن 

  24شده با استفاده از روش برادفورد،    ی ساز خالص 

  ین محاسووبه شوود. پووروتئ   لیتوور یلی در م   گوورم یلی م 

FeAP   مطواب     یعوی شده به شکل طب   ی ساز خالص

وزن    ی دارا   یوز ( ن 2019و همکواران )   انو گزارش و 

گووزارش شووده    یلودالتووون ک   11  ی حوودود   ی مولکووول 

  یوون ا   یووب نوترک   یوود تول   رغم ی علوو  رو، یوون اسووت. از ا 

  ییوور تغ   FeAP  ین پووروتئ   ی وزن مولکووول   ین، پووروتئ 

  ین غلظوت پوروتئ   ین نداشته اسوت. همچنو  ی انچنان 

  یلوی م   59/4توا    30/2  یعی به شکل طب   ی استخراج 

 Wang et) اسوت    شوده گوزارش    یتر ل   یلی گرم بر م 

al., 2019  .) یوود تول   ی هووا یت مز   ین از مهمتوور   یکووی  

از    ی بوه غلظوت بوالا   یابی دسوت   یوب، نوترک   ین پروتئ 

از  (.  Szeto et al., 2022) اسوت    یی محصوو  نهووا 

بخوش نشوان    یون بدسوت آموده در ا   یج نتوا   رو، ین ا 

مطالعوه،    یون شوده در ا   ی دهد که سازه مهندسوی م 

مشوابه    ار با عملکرد و سواخت   یدی پپت   ید تول   یت قابل 

  یوون ا   یووب نوترک   یوود تول   ین را دارد. همچنوو  یعووی طب 

  4  یش سوازه سوبب افوزا   ین محصو  با استفاده از ا 

اسووتخراج شووده    یی غلظووت محصووو  نهووا   ی برابوور 

 گردد. ی م 

 

 

نوترکیوب    . 5شکل   : نمونوه  SDS-PAGE  .L1سوازی شوده از گیواه توتوون روی ژ   اسوتخراج و خالص   FeAPبررسوی پوروتئین 

: کل پوروتئین جودا شوده از بور  توتوون  L2پروتئینی رن ی،    نشان ر :  Ni  ،Mسازی شده از بر  آلوده با ستون  خالص 

با اگروباکتریوم L3آلوده،   آلودگی   : پروتئین بر  توتون بدون 

 

 .Aبههر قههارچ    FeAP  یضدقارچ  یداثر پپت  یبررس

rabiei 
، از  FeAP  ی ضود قوارچ   ید اثر پپت   ی به منظور بررس 

اسوتفاده   انتشار چاهک  بود شود روش  منظوور،    ین . 

گوورم بوور  یلی م   320و    160مشووخص )   ی هووا غلظت 

  منافود در داخول    یکروبی ضد م   ید ( از پپت یتر ل یلی م 

قوورار داده شوود.    ، کشووت   یط محوو  ی شووده رو   یجوواد ا 

در هزار    2کش منکوزب با غلظت  از قارچ   ین همچن 

نشان    یج . نتا ید به عنوان کنتر  مثبت استفاده گرد 

گورم  یلی م   160با غلظت    ی ضد قارچ   ید داد که پپت 
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کش  مشوابه بوا قوارچ   ی قودرت   ی دارا   یتور ل   یلوی بر م 

  320در غلظوت    یود منکوزب بوده و استفاده از پپت 

بوه    ی ی ها ه هالو  یجاد قادر به ا   یتر ل یلی گرم بر م یلی م 

(. در تنهوا  6است )شکل    یده گرد   یلیمتر م   14قطر  

انجام شده رو  ،  FeAP  ی ضد قوارچ   ید پپت   ی مطالعه 

( گزارش کردند که غلظت  2019وانو و همکاران ) 

 Botrytisبر قارچ   یکروبی ضد م   ید پپت   ین بازدارنده ا 

cinerea ،  1/248   باشوود. مطالعووات  ی گوورم م یلی م

  یرات توواث   ی، ضوود قووارچ   یوودهای نشووان داده کووه پپت 

 ,Alyousef)   د مختلوف دارنو  ی ها بر قارچ   ی متفاوت 

جودا    یکروبوی ضود م   یودهای در مطالعه پپت  (. 2021

بووه همووراه    Myrtus communis  یوواه شووده از گ 

  یودیا مختلف قارچ کاند   ی ها گونه   ی بر رو   یک متانول 

انتشار چاهک صورت پوذ  از روش  استفاده  .  یرفت با 

  7/20و    5/23رشوود    ی آنهووا توانسووتند بازدارنوودگ 

  ماینود کشوت را مشواهده ن   یط محو  ی رو   یلیمتری م 

 (Alyousef, 2021 .)  یج بوا توجوه بوه نتوا   رو، ین از ا  

مطالعووه و عملکوورد مناسووب    یوون بدسوت آمووده در ا 

FeAP   قارچ    ی بر روA. rabiei یری ، امکوان بکوارگ  

مطالعه به منظور انتقوا     ین شده در ا   ی سازه طراح 

  ی ضود قوارچ   یود پپت   یودار پا   یوان نخوود و ب   یاه به گ 

 .A  قوارچ مقاوم بوه    یاهی گ   ید مذکور به منظور تول 

rabiei   .وجود دارد 

 

 

 

  آب ) کنتور  منفوی    : A. rabiei .   Aقوارچ    6بور روی پاتوتیو     FeAPو  دیفیووژن پپتیود ضود قوارچی  ا نتیجه آزموایش  .  6شک 

بر میلی میلی     320و    160به ترتیب غلظت های    Dو    C: غلظت دو در هزار سم منکوزب،  B  (، استریل   پپتید   لیتر گرم 

 

 یریگ یجهنت

در کنتوور     یموون تنهووا راه ا   زیسووتی   ی هووا کش قارچ 

  ی کشواورز   ین از خسارات سن    یری ها و جلوگ قارچ 

مطالعوه نشووان    یوون بدسووت آموده از ا   یج اسوت. نتوا 

  یار عملکرد بس   FeAP  ی ضد قارچ   ید دهد که پپت ی م 

داشته که    A. rabieiقارچ    یر مناسب در کنتر  تکث 

  ایون   ی کامل بر روند اجرا   ییدی به نوبه خود تا   ین ا 

ضود    یود انتقوا  ژن پپت   رو، ین باشد. از ا ی پژوهش م 

  یدارسوازی نخود و سوپس پا   یاه به گ   FeAP  ی قارچ 

رقم مقاوم نخوود    ید تواند منجر به تول ی ژن، م   یان ب 

 د.  شو   A. rabieiبه قارچ  

 
 سپاسگزاری

  ی پوژوهش حاصول از طورژ پوژوهش دانشوجو   این 

  47938مشهد به شوماره    ی دانش اه فردوس   ی دکتر 
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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. 
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