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 چکيده

 بله  تلوان مل   آن، عملکلرد  محدودکننلده  عوامل   جمله از و است برخوردار ایويژه جايگاه از نخود حبوبات، بین در
 بیماريزا عوام  با گیاهان لهمقاب راهکارهای از يک  بیماريزاي  با مرتبط هایپروتئین از استفاده کرد. اشاره نخودزدگ  برق
 رديلاب   هلد   بلا  پلژوه   ايلن  است. PR-10 کدکننده ژن ها،پروتئین نوع اينکُدکننده  یهاژن از يک  رود.م  شمارهب

 بله  نسلبت  متفلاوت  مقاوملت  با نخود ژنوتیپ شِ  ژنوم  یDNA منظور بدين شد. انجام نخود گیاه ژنوم در PR-10ژن
 حسللا  رقلل  دو و MCC20 و MCC150 متحملل  رقلل  دو ،MDD528 و MCC142 مقللاوم رقلل  دو شللام  بیمللاری

MCC507 و MCC506 روش بهCTAB آغازگرهای از استفاده با گرديد. استخراج PSH-91 و MN  واکن PCR   طل 
 از اسلتفاده  بلا  دوم مرحلله  و PSH91آغلازگر  بلا  و نخلود  ژنلوم   یDNA از اسلتفاده  با اول مرحله شد. انجام مرحله دو

 ارسال ياب توال  جهت و گرفت صورت کیت وسیلهبه باندها تخلیص سپس شد. انجام MNآغازگر و اول مرحله ولاتمحص
 در PR-10ژن حضور بیانگر دوم مرحله در بازی1289 باندتک حضور و اول مرحله در بازی جفت1350باند تک حضور شد.
 بلا  نخلود  ارقلام  در PR-10پلروتئین  کدکننده ژن هایتوال  رد تفاوت عدم از حاک  آزمون اين نتايج باشد. م  نخود ژنوم

 بله  نسلبت  ارقلام  واکلن   در تفلاوت  که گرفت نتیجه توانم  ،آمدهدستهب نتايج به توجه با بود. متفاوت مقاومت  سطوح
  کنند.م  ايجاد را متفاوت مقاومت ديگری دلاي  و نیست مربوط ژن اين توال  در تفاوت به ،بیماری
 

 PR-10 ،زدگ برق زاي ، بیماری با مرتبط های پروتئین ، (.Cicer arietinum L) نخود، کليدی: هایواژه

 

   1 مقدمه
 از پللس جهللان در نخللود زيرکشللت سللط  نظللر از ايللران
 رتبله  در تولیلد  نظلر  از و سلوم  بله تر در پاکستان و هندوستان

 کل   درصد12 ،فائو گزارش به (.FAO, 2014 ) دارد قرار هفت 
ايلن گیلاه    و بلوده  نخلود  به مربوط جهان در تولیدشده اتحبوب
 Yadav et) دارد قلرار  سلوم  رتبه در لوبیا و نخودفرنگ  از پس

al., 2015.)  هکتلار هزار528 حدود کشور نخود زيرکشت سط 
 و زراعل   محصلولات  کل   از درصد46/4 معادل که شده برآورد
 باشلد. مل   حبوبلات  برداشلت  سلط   کل   از درصلد 3/64 حدود

 شلده  بلرآورد  نتُهلزار 269 حلدود  کشلور  در نخود تولید یزانم
 و زراعل   محصلولات  تولید میزان از درصد36/0 معادل که است
 Ahmadi et) باشدم  حبوبات تولید میزان ک  از درصد7/43

al., 2016)  عملکلرد  محدودکننلده  عوامل   ينتلر مهل   از .يک 
 از يکل   زدگل  بلرق  بیماری باشد.م  قارچ  هایبیماری ،نخود

 کانلادا،  غلر   جملله  از جهان سراسر در نخود مه  هایبیماری

                                                           
   f.zaker.t@um.ac.ir نویسنده مسئول:*

 و مرکللزی آسللیای اسللترالیا، آمريکللا، شللمال آفريقللا، شللمال
 Ascochyta rabiei توسلط  کله  شلود مل   محسو  خاورمیانه
 Shokoohifar et al., 2003 & Taran et) شلود مل   ايجلاد 

al., 2013). بسلتگ   هلوا  و آ  بله  بیملاری  ايلن  شیوع و بروز 
 ،مرطلو   و سلرد  هلوای  و آ  شرايط ها،سال از برخ  در دارد.
 رفلتن ازدسلت  موجب اغلب و داده افزاي  را بیماری اين توسعه
 .(Udupa et al., 2003) شلود م  محصول عملکرد درصد100
 و غربل  جنلو   غلر ،  غر ،شمال در بیماری پراکن  ايران در

 ايلمم،  کرمانشلاه،  گلسلتان،  در و است شده گزارش کشور مرکز
 Ghiai et ) اسلت  دربرداشلته  زيادی خسارات فار  و لرستان

al., 2012;  Nourollahi et al., 2009.)  هلای پاسلخ  نخلود 
 سلازوکارهای  دارد. بیملاری  ايلن  با مقابله برای غیرفعال و فعال
 ماننلد  شلیمیاي   و ساختاری موانع ايجاد شام  غیرفعال، دفاع 
 کنلد. مل   ضلدقار   ايلزوفمون  ايجاد هک است ایغده هایکرک

 مقاوملت  هایژن است ممکن ،گیاه در فعال دفاع  هایسیست 
 مختلفل   هلای ک قار  با تواندم  بیماری اين بگیرند. کاربه را

کل  قار  محیط ِزيست هاینگران  به توجه با اما ،شود کنترل

http://dx.doi.org/10.22067/ijpr.v8i2.48451
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 رابلر ب در مقاوملت  ماننلد  ديگلر  هلای گزينه دنبالبه محققان ها،
 ايجللاد بللرای غیرزنللده و زنللده عواملل  از اسللتفاده و هللاپللاتوژن
 از اسلتفاده  بیملاری  کنتلرل  سازوکار ينترمه  هستند. مقاومت
 ,.Ghazanfar et al., 2011 & Leo et al) است مقاوم ارقام

 دلیل  بله  بیملاری  ايلن  برابر در نخود یک ژنت مقاومت (. 2016
 اسلا   یچیلدگ  پ میزبلان،  ژنل   خزانه در تنوع از ي بالا سط 
 ملداوم  ظهلور  بلا  پاتوژن جمعیت یربودنمتغ و هاQTL مولکول
 از بشلر  فهل   افلزاي   .اسلت  چلال   يلک  جديلد  هایپاتوتايپ
 و مقاومللت در دخیلل  هللایژن بیمللارگر،-گیللاه بللین تعللاممت
 اسللت توانسللته مقاومللت بلله منتهلل  دهلل سللیگنال مسللیرهای
 افللزاي  نظللورمبلله کارآمللدی و مناسللب ژنتیکلل  راهکارهللای
 ,.Hashemi et al) دهلد  قلرار  محققلان  روی پلی   مقاوملت 

 کله  بیماريزاي  با مرتبط هایپروتئینکدُکننده  هایژن .(2013
 ،يابنلد مل   تجملع  مختلل   هلای تلن   در گیاهان هایبافت در

 بلا  اندکرده سع  نمحققا که هستندها ژن ترينبرجسته ازجمله
 بله  را آنهلا  مقاوملت  مختلل   نگیاها در هاژن اين بیان افزاي 

 از يکل   .(Hashemi et al., 2013) بخشلند  بهبلود  بیمارگرها
 کله  اسلت  هلا پلروتئین  از گروهل   القاشونده دفاع  هایواکن 
مل   نامیده (PR) بیماريزاي  با مرتبط یهاپروتئین عنوان تحت
 از متنلوع   گروه (PR) بیماريزاي  با مرتبط یهاپروتئین شوند.

 انللدوپروتئینازها، سللیتینازها، گلوکانازهللا، جمللله از اهللپللروتئین
 پللروتئین همچنللین و پروتئللاز هللایمهارکننللده پراکسللیدازها،

 (،Thionins) هلا تیونین (،Osmotins) اسموتین مانند کوچک
 Lipid) چرب  انتقال هایپروتئین و (Defensins) هادفنسین

Transfer Proteins)  باشللند.ملل (Jain et al., 2012). 
 ,.Liu et al) اسلت  شلده  شناسلاي   پروتئینPR هفده تاکنون

2006;  Moosa et al., 2017).   
 .اسلت  شلده  شناساي  مختلف  درگیاهان PR-10پروتئین

 گذاشلته  ثیرأت زن جوانه و رشد روی بر نخودفرنگ  گیاه در مثمً
 Srivastava) شودم  سیتوکینین هورمون شدنفعال موجب و

et al., 2006). فلفل   گیلاه  در (Capsicum baccatum) در 
 بیملاری  موللد  کله  Colletotrichum acutatum قلار   برابلر 
 کنللدملل  مقاومللت ايجللاد اسللت، (Aanthracnoseتللاول)سلیاه 

(Sohet et al., 2012). PR-10 آللودگ   از پلس  برنج گیاه در 
 ,.McGee et al) شلود مل   ءالقلا  Magnaporthe grisea با

 بلالای  تظلاهرات  بلا  تراريختله  تنبلاکو  و ونتوتل  .گیاهان(2001
 و سلنگین  فللزات  شلوری،  بله  تحمل   افزاي  AhsiPR-10ژن
 داده نشلان  زنل  جوانله  هزاندا و کلروفی  محتوای خشک ، تن 
 در زمینل ، بادام کالو  کشت در(.Jainet et al., 2012) است

 کللالو ، از سللنگین فلللزات و خشللک  شللوری، تللن  شللرايط
PR-10  اسلت  شلده  جلدا (Jain et al., 2012.)   بیلان  تنظلی 

PR-10 ويلرو   بله  عفونت ط  در Beet necrotic yellow 

vein virus (BNYVV) چغنللللدر در Benthamiana 

nicotiana  شلود مل   ايجلاد (Wu et al., 2014).  پلروتئین 
PR-10 بله  و کندم  تنظی  را زيستمحیط با سازگاری و رشد
 اسلا   بلر  اسلت.  شلده  توزيلع  گیاهلان  دانله  در گسلترده  طور

 عملکلرد  و زيرسللول   جايگلاه  آن، اسلیدآمینه  توال  در شباهت
 اسللت: مشللخص گللروه دو شللام  PR-10 خللانواده احتمللال ،
  (IPR) سللللول  داخللل  بیملللاريزاي  بلللا ملللرتبط پلللروتئین

 IPR گللللروه norcoclaurine synthases (NCS.)-(S) و
 تلللا 456 از متشلللک  ORF رمزگلللردان( )ژن ناحیللله شلللام 
 آمینواسلیدی 151-162 پپتیلد پلل   که باشدم  نوکلئوتید489
 اعضللای کنللد.ملل  کللد را کیلودالتللون15-18 مولکللول  وزن بللا

 بلا  نوکلئوتیلد 696-633 با تریطولان  ORF شام  NCSگروه
 ,.Liu et al) باشلد مل   دالتلون  کیللو 26 حلدود  مولکول  وزن

 غیرملرتبط  سلاختاری  بیلان  الگوهای PR-10 از برخ  .(2006
 PR-10سلاختار  تجملع  دهنلد. م  نشان را هاپاتوژن به پاسخ با
 اسلت  شلده  شناسلاي   گ  اندام در گیاه تکام  و رشد طول در
(Liu et al., 2006). پللروتئینPR-10 عملکردهللای دارای 

 کله  ضدمیکروب  فعالیت از م مستقی شواهد باشند.م  مختلف 
 روبلل میک یهللاآزمايشللگاه در ،شللودملل  القللاء PR-10 توسللط
 هللاآن در نیللز لیگانللدها اتصللال توانللاي  اسللت. شللده شللناخته
 در ملل آنزي فعالیللت دارای همچنللین اسللت. شللده مشللاهده
 نیلز  غیرزنلده  یهلا تن  در و باشدم  گیاهان ثانويه متابولیس 
  بیللان یالقللا .(Liu et al., 2006) کننللدملل  نقلل  ايفللای
 طلور هبل  بیملاريزا  عوامل   حملله  بله  پاسخ در گاه  PR-10ژن

 گرفته قرار بررس  مورد گیاه  یهاگونه از تعدادی در گسترده
زيسلت  مهل   عامل   يلک  عنلوان  بله  سلرما،  بله  مقاوملت  است.

 ,.Liu et al) دهدم  قرار تأثیر تحت را PR-10 بیان محیط ،

 یهلا خلانواده  همله  در وسیع  طورهب PR-10پروتئین .((2006
 دوم سلاختار  و انلدازه  تقريبلاً  هاآن همه در و شده يافت گیاه 
 از اسلتفاده  بلا  هلا آن از بعضل   سلاختار  است. مشترک پروتئین
 بلا  اسلت.  شلده  مشلخص  NMRاسپکتروسکوپ  و ايکس اشعه
 در اطمعللات ،PR-10 سللاختار مللورد در زيللاد اطمعللات وجللود
 کوچلک  نسلبتاً  PR-10پروتئین است. محدود آن عملکرد مورد
 رشلته  هفلت  و مارپیچ هس از و باشدم  اسیدآمینه160 حدود و

 حفلره  يلک  سلاختاری  عناصر اين است. شده تشکی  bناموازی
 کلیلد  زيلاد  احتملال  بله  کله  دهنلد م  تشکی  را آبگريز بزرگ

 ژن ايلن  (.Fernandes, 2013) باشلد  آن عملکلردی  ارتباطات
 جفلت 76-359 با اينترون توسط شده قطع اگزون دو از معمولاً

 اسلت.  شلده  تشلکی   ازبل  جفلت 48-465 بلا  ORFناحیله  و باز
 واقلع  آن ترمینلال  Cناحیله  در بیشلتر  ژن اين در متغیر منطقه
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 شناسلاي   گیاهلان  از تعلدادی  در پروتئین اين توال  است. شده
 Shokoohifar et .(Fernandes et al., 2013) اسلت  شلده 

al, 2003)) ايلران  مختلل   یهلا نااسلت  از جدايه94 مطالعه با 
 و نماينلد  تعیین افتراق  ارقام در مقاومت  سط  ش  توانستند

 سلطوح  ايلن  شکسلتن  جهلت  لازم بیملاريزاي   قدرت اسا  بر
 نیلز  ديگلری  مطالعله  در کردنلد.  گزارش را پاتوتیپ  گروه ش 
 نشللانگرهای از اسللتفاده بللا ايللران هللایجدايلله ژنتیکلل  تنللوع

 شناسلاي   ژنلوتیپ   گلروه 22 و گرديد بررس  RAPDمولکول 
 پژوهشللگران همللین از ریديگلل مطالعلله در همچنللین شللد.

(Shokoohifar et al., 2006)  و آزمايشلگاه  شلرايط  در کله 
 رقل   دودمان97 و م بو توده420 واکن  گرفت، صورت مزرعه
 داد نشلان  حاصل   نتايج گرفت. قرار بررس  مورد نخود خارج 
 ،MCC496، MCC133، MCC311 یهللللاژنوتیللللپ کلللله

MCC299، MCC528 و MCC142 و کلللللابل  تیلللللپ از 
 برابللر در دسلل  تیللپ از MCC523 و MCC54 یهللاوتیللپژن

 داد. نشلان  بلالاي   مقاوملت  زدگل  برق بیماری از پاتوتیپ ش 
 کللاراترين، ين،تللرمهلل  عنللوان بلله میزبللان مقاومللت بهبللود

 بلرای  راهکار تريناقتصادی نسبتاً و زيستمحیط با سازگارترين
 (.Li et al., 2015) اسلت  بیملاری  هلر  بلا  مقابلله  و ملديريت 
 بلالا  عملکلرد  بله  دستیاب  جهت مقاوم ارقام از استفاده بنابراين
 دلیل  بله  املا  (.Hassan et al., 2012) دارد اساسل   اهمیلت 
 تولیللد ،A. rabiei قللار  جديللد هللایپاتوتايللپ مللداوم ظهللور
 & Sharma) اسلت  مواجله  بزرگ  چال  با مقاوم یهاژنوتیپ

Ghosh 2016.)  شلونده الفعل  پیشلبر  يلاب  تلوال   و جداسلازی 
 پلروتئین  ژن بیلان  القلاء  باعث که Ascochyta بیمارگر توسط
 توسللط ، شللودملل  نخللود در (PR-10) بیمللاريزاي  بللا مللرتبط

Kaseb et al, (2017) است. شده انجام 
 و نخلود  درزدگل   بلرق  بله  مقاوملت  اهمیلت  بله  توجله  با
 (PR) بیملاريزاي   با مرتبط یهاپروتئین با مرتبط ژن شناساي 

 و يللاب تللوال  رديللاب ، تحقیلل  ايللن در مختللل  هللانگیا در
 زدگل  بلرق  بله  حسلا   و مقلاوم  ارقام در PR10ژن جداسازی

 است. شده انجام نخود
 

 هاروش و مواد
 گياهی مواد سازیآماده و کشت

 و MCC506) حسللا  ژنوتیللپ دو از آزمللاي  درايللن
MCC507،) مقللاوم ژنوتیللپ دو (MCC142 و MCC528) و 

 برابلر  در نخلود  ( MCC150 و MCC20)  متحمل  ژنوتیپ دو
 پژوهشلکده  بلذر  بانلک  از بلذرها  شد. استفاده زدگ برق بیماری
 از قبل   بذرها گرديد. تهیه مشهد فردوس  دانشگاه گیاه  علوم

 مللدت بلله درصللد2 سللدي  هیپوکلريللت از اسللتفاده بللا کشللت
 مقطلر، آ  با شستشو از پس و شده سطح  ضدعفون  دقیقه15

 آ مل  ک حلاوی  اسلتري   هلای ديل  پتری به زن جوانه جهت
 در زده،جوانله  بلذور  سلپس  شلدند.  داده انتقلال  اسلتري   مقطر
 پرلیللت، ترکیللب سلله بللا متللرسللانت 20 قطللر بللا ي هللاناگلللد

 عمللل  در 1:2:1 نسلللبت بلللا کمپوسلللتمللل ور کوکوپیلللت،
 در هلا ناگللد  آبیاری شدند. خاک حاوی کاشته یمترسانت 5/2
 بله  سلپس  و گرفلت  انجام هفته در اردوب صورتبه اول هفته دو
 صلورت  بله  آبیلاری  روز14 هلر  پیداکرد. افزاي  هفته در بارسه

 NPK 20:20:20 کامل   کلود  گلرم 15 اندازه به آبیاری محلول
   شد. انجام آ  لیتر10 در

 

 DNA استخراج و گيرینمونه
 و تهیله  گیاهلان  از برگ  هاینمونه کاشت، از بعد ماه يک
 از CTAB (Probski et al., 1997) شرو بله  DNAاستخراج

 DNA کمیلت  و کیفیلت  بررسل   منظلور بله  شلد.  انجلام  هاآن
 روی بلر  شلده اسلتخراج  DNA از میکرولیتر چهار مقدار م ژنو
 ولتلاژ  در الکتروفلورز  از پلس  شد. بارگذاری درصديک آگارز ژل
 UVاشلعه  کملک  به DNA کیفیت دقیقه45 مدت به ولت،80

 غلظلللت کمیلللت تخملللین شلللد. بلللرداریعکلللس و بررسللل 
يلک  آگارز ژل روی بر مارکر باند غلظت براسا  DNAباندهای
 شد. انجام درصد
 

 PR10 ژن کامل توالی تکثير و ردیابی برای آغازگر طراحی
 بله  نخلود  م ژنلو   تلوال  اسلا   بر  اختصاص آغازگرهای

 EST تللوال کمللک بللا و PGTT01000000يللاب باز شللماره
JZ585563.1 افزارنرم از استفاده با Primer premier شرکت 

Premier bio soft  (.1 جدول) شد طراح 
 

 PR10 ژن ردیابی جهت آغازگرها محل و PR10 ژن توالی
 و یلدی نوکلئوت سط  در PR10ژن شماتیک نمای، 1شک 

 نخلود  گیلاه  در ژن ايلن  دهلد. م  نشان را آغازگرها اتصال مح 
 بلا  بانلدهای  رودمل   انتظلار  دارد. قلرار  1شماره کروموزوم روی

 MNآغلازگر  بلا  bp1289 و PSH91آغلازگر  با bp1356 اندازه
 شود. مشاهده

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide&cmd=Search&term=PGTT01000000
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 PR10 ژن کامل توالی يرتکث و ردیابی برای استفاده مورد یآغازگرها -1 جدول
Table 1. Employed primers to detection and amplification of whole sequence of PR10 gene  

 

Tm 

(ºC) 

 نوکلئوتيد تعداد
Nucleotide number 

 آغازگر توالی
Primer sequence 

 آغازگر نوع
Primer type 

62.7 24 5' ATTCATCACCATGGGTGTTTTCAG 3' PSH91.F 

61.9 27 5' ACACACGTGGTGTAATAAAAGCACTTA 3' PSH91.R 

40.5 16 5' ATGGGTGTTTTCAGTT 3' MN.F 
43.8 16 5' ATAACCCTCAAGTGCC 3' MN.R 

 

 

 
 
 (PCR) پليمراز ایزنجيره واکنش

 ارقلام  ژنلوم   DNA نلانوگرم 50 شلام   واکن  محتويات
میلل  2 حاوی میکرولیتر20 ک  حج  در نخود حسا  و مقاوم
 dNTPs (GeNetBio, southمیکروملول MgCl2، 200مولار

Korea،) 2 بلافر  میکرولیتلرPCR 10X (GeNetBio, south 

Korea،) 5برگشللت و رفللت آغازگرهللای از پیکومللول PSh91-

F/R و MN-F/R توسلط  )سنتزشده (BioNeer Co., south 

Korea پلیمللرازتلل  آنللزي  واحللد يللک و (Taq DNA 

polymerase, GeNetBio, south Korea) شد تهیه.  
 ملدت  بله  اولیله  واسرشلت  مرحله در واکن  دماي  برنامه

 درجله 92 در سیک 35 و گرادسانت  درجه94 دمای در دقیقه5
 و ثانیله 45 ملدت  به اتصال مرحله ثانیه،43 مدت به گرادسانت 
 درجلله72 در تکثیللر مرحللله گللراد، سللانت درجلله62 دمللای در
 گلراد سانت  درجه72 نهايت در و دقیقه يک مدت به گراد سانت
 شللد. انجللام ترموسللايکلر دسللتگاه توسللط دقیقلله5 مللدت بلله

 ثابللت ولتللاژ در درصللد1 آگللارز ژل روی بللر PCR محصللولات
 1X غلظلت  از گرديلد.  الکتروفلورز  ساعت يک مدت به ولت80
 شد. استفاده الکتروفورز تانک بافر و ژل تهیه در SB بافر

 

 یابیتوالی و ژل روی از PCR محصولات باند صتخلي
  کیلللت از اسلللتفاده بلللا شلللدهرديلللاب  ژن اسلللتخراج

Gel extraction kit مطللاب  و دنازيسللت شللرکت سللاخت 

 ،يلاب  تلوال   جهلت  سلپس  و گرديد انجام مربوطه دستورالعم 
 يلاب  تلوال   جهلت  آغازگرهلا  هملراه  بله  PR-10 ژن  یهاسازه
 افلزار نلرم  از اسلتفاده  با ياب توال  از حاص  نتايج گرديد. ارسال

SeqMan گرفت. قرار بررس  مورد 

 

 بحث و نتایج
 گرفلت.  صلورت  همزمان صورتبه تقريباً گیاهان زن جوانه

 و بود حسا  ارقام از بیشتر متحم  و مقاوم گیاهان زاي شاخه
 کلرد.  تولیلد  انلدک  هلای شلاخه  با و ضعی  گیاه  حسا  رق 
 از زودتلر  و بلوده  تلر فلراوان  بذر دارای حم مت و مقاوم هایرق 
 کردند. بذر تولید و رفته گ  به حسا  ارقام

 

 شدهاستخراج DNA کيفيت و کميت
 نیلاز پلی   مناسب کمیت و کیفیت با DNA به دسترس 

 کیفیلت  و غلظلت  باشلد. مل   مولکول  ژنتیک  هایبررس  اولیه
 و داده ارقلر  تلأثیر  تحت را حاصله هایداده اعتبار DNA پايین

 DNA الکتروفلورزی  الگلوی  دهد.م  کاه  را آن تکرارپذيری
 در نخللود، حسللا  و متحملل  مقللاوم، ارقللام از شللدهاسللتخراج

بله  هلا نمونله  اسلتخراج  از پلس  است. شده داده نشان 1Aشک 
 تقريبلل  غلظللت در هللانمونلله PCR واکللن  انجللام منظللور

 شدند. میکرولیتر در نانوگرم30

 PR-10به ژن MNو  PSH-91و ناحيه اتصال آغازگرهای PR-10نمای شماتيک ژن -1شکل

Fig. 1. Schematic view of PR-10 gene and connecting region of PSH-91 and MN primers to gene 
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 مختلل   دملاي   دامنله  در آغلازگر  بودناختصاص  دلی هب
 درجله 62 و 60 دملای  در بانلد  بهتلرين  ولل   ،شد مشاهده باند

 نشان چاهک هر در قسمت اين نتايج گرديد. حاص  گرادسانت 
 PR-10 ژن تللوال  براسللا  شللدهطراحلل  آغازگرهللای کلله داد

 نمايند. تکثیر را انتظار مورد اندازه با ایمنطقه اندتوانسته
 

 هدف باند حضور الگوی ارائه و مختلف ارقام از هدف قطعه تکثير
 نتیجلله مشللاهده جهللت PCR واکللن  انجللام از پللس
 مختلل   ارقلام  و بلرده  درصلد يلک  ژل روی را PCR محصولات
 بلا  PCR مرحله اولین ،شد گفته آنچه به توجه با شدند. مقايسه
 انلدازه  با باند مشاهده آن ص حا که شد انجام PSH-91 آغازگر
 نمونله  زج ل بله  هلا نمونله  تملام  در bp1350 يعنل   انتظار مورد

MCC507 بود. باشد،م  حسا  ارقام جزء که 
 قبل  واکن  ازمحصولات استفاده با PCR دوم، مرحله در

 MCC20نمونه در فقط شد. انجام MNآغازگر با الگو( عنوان)به
 اسلتفاده  گیاه از شدهاجاستخر DNA خود از الگو DNA جهت
 تفلاوت   واقلع  در نشلد.  استفاده PCR واکن  محصول از و شد
 يلا  شود استفاده دوم واکن  برای PCR محصول از کهاين  بین
 ندارد. وجود گیاه، از شدهاستخراج اصل  DNA از

 متحمل   و حسلا   مقلاوم،  ارقام در ژن حضور به توجه با
 ارقلام  در ژن ايلن  توال  در تنوع شايد که شد مطرح فرضیه اين
 گردد. مشاهده مختل  مقاومت  سطوح با

 
 حساس و متحمل مقاوم، ارقام در PR-10ژن یابیتوالی 

 مقاوملت  عام  عنوان به PR-10ژن حضور مطالعه اين در
 ملورد  حسلا   و متحمل   مقلاوم،  ارقام در زدگ برق بیماری به

 بلا  بالا ارقام کلیه در PR-10ژن قطعه سپس گرفت. قرار بررس 
 يلاب  تلوال   نهلاي   تأيیلد  منظلور  بله  شد. تکثیر PCR واکن 
 را PR-10ژن حضلور  ياب توال  نتايج که گرفت صورت دوجهته

 بعلدی  مهل   هلد   داد. قلرار  تأيید مورد بالا هاینمونه کلیه در
 هلا جهل   بود. ارقام اين در موجود احتمال  هایجه  بررس 

 باشلد. مل   بررس  قاب  ینپروتئ بیان و نوکلئوتیدی سط  دو در
 شلد.  بررسل   SeqMan افلزار نلرم  از استفاده با ياب توال  نتايج
 حاصل   برگشت و رفت هایخوان  مقايسه و هانمونه ياب توال 
 ارقلام  يلاب  تلوال   نتلايج  شلد.  انجام نمونه هر برای ياب توال  از

 شلده  داده نشلان  9تلا   5 هایشک  در حسا  و مقاوم مختل 
 است.
 هر برگشت و رفت توال  بین حاص  هایتفاوت به توجه با
 نشان را جه  تعدادی ظاهراً که آمد دستهب نهاي  توال  نمونه
 از اطمینلان  و شلده مشلاهده  هلای تفلاوت  بررس  جهت داد.م 

 مقايسله  رفلرنس  تلوال   با هاآن ها،توال  در جه  وجود صحت
 شدند.

 

؛ نخود روی ژل الکتروفورز MCC507و  MCC142 ،MCC528 ،MCC150 ،MCC20 ،MCC506شده از ارقام استخراج A :DNA -2 شکل

B :DNA ها روی ژل الکتروفورزشده این رقمغلظتهم 

Fig 2. A: Extracted DNA from chickpea cultivars of MCC142, MCC528, MCC150, MCC20, MCC506 and MCC507 

on electrophoresis gel; B: Equal concentration of DNA from these cultivars on electrophoresis gel 

 

 

 

 

 
Fig 1. A: Extracted DNA from chickpea cultivars of MCC142, MCC528, MCC150, MCC20, MCC506 and MCC507 on 

electrophoresis gel and B: Equal concentration of DNA from these cultivars on electrophoresis gel . 
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دهنده نشان ،هادر همه رقم PSH-91آغازگربا استفاده از  PCRوسيله تکثير به DNAجفت بازی 1350توليد قطعه   -3شکل

 ها است.نآدر ژنوم همه  PR-10وجود ژن 
Fig. 3. Production of 1350 bp DNA fragment by PCR amplification using PSH-91 primer in all cultivars 

indicated to existence of PR-10 gene in their genome. 

ها نشاندر همه رقم MNآغازگربا استفاده از  PCRوسيله تکثير به DNAجفت بازی  1289توليد قطعه  -4شکل 

 ها است. نآوم همه در ژن PR-10دهنده وجود ژن
Fig. 4. Production of 1289 bp DNA fragment by PCR amplification using MN primer in all cultivars 

indicated to existence of PR-10 gene in their genome.  
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 (زدگیمقاوم به برق) MCC528واریتهاز  PR-10یابی دوطرفه رفت و برگشت ژنتوالی -6شکل

Fig. 6. Forward and reverse sequencing of PR-10 gene derived from MCC528 variety 
(resistant to Ascochyta blight) 

 (زدگیمقاوم به برق) MCC142واریتهاز  PR-10یابی دوطرفه رفت و برگشت ژنتوالی -5شکل

Fig. 5. Forward and reverse sequencing of PR-10 gene derived from MCC142 variety  

(resistant to Ascochyta blight) 

 (زدگیمتحمل به برق) MCC150واریتهاز  PR-10یابی دوطرفه رفت و برگشت ژنتوالی -7شکل

Fig. 7. Forward and reverse sequencing of PR-10 gene derived from MCC150 variety 

(tolerant to Ascochyta blight) 

 (زدگیمتحمل به برق) MCC20واریتهاز  PR-10ابی دوطرفه رفت و برگشت ژنیتوالی -8شکل

Fig. 8. Forward and reverse sequencing of PR-10 gene derived from MCC20 variety 

(tolerant to ascochyta blight) 



 

33 

 26-37، صفحة 1399اول  ، نيمة1شمارة 11سال)دوره(/ هاي حبوبات ايرانپژوهش.../ یابیردیابی و توالی ؛نوری شکرتو و همکاران

 
 

 PR-10ژن برای توافقی توالی آوردندستهب

 تلوافق   تلوال   يک يکديگر با هانمونه توال  بررس  از پس
 رفلرنس  تلوال   بلا  SeqManافزارنرم در توال  اين آمد. دستهب

مشاهده هایتفاوت که شد مشخص مقايسه اين در شد. مقايسه
 للذا  و اسلت  هبود ياب توال  خطای از ناش  قبل  زمونآ در شده

 ژنلوم  تلوال   تلوافق ،  توال  اين بین تفاوت وجود عدم هابررس 

 در منلاط   اين چون واقع در داد. نشان را سرفرن توال  و نخود
 کیفیلت  دلیل   هملین بله  ،اسلت  بلوده  خلوان   منطقله  انتهای
 جهل   عنلوان بله  و است يافته کاه  قسمت اين در ياب توال 

 ژن ايلن  تلوال   کله ايلن  نهلاي   نتیجله  شلود. نمل   درنظرگرفته
 رفلرنس  توال  و حسا  و مقاوم ارقام بین شدهبررس  درمنطقه
 باشد.م  يکسان

 

 
 
 کله  شلد  مشلخص  بیمارگرها و هانامیزب ژنوم ياب توال  با
ازبلین  يلا  بیمارگرهلا  مقاب  در دفاع برایها ژن از زيادی نسبت
 تلوال   بله  دسلتیاب   انلد. يافتله  اختصلا   میزبان مقاومت بردن
 ژن دارد. بلالاي   ارزش مقلاوم  ارقلام  درتولیلد  مقاوملت  یهاژن

 مقابل   در مقاوملت  عامل   عنلوان بله  PR-10پروتئینکدُکننده 
 از اطمینلان  جهلت  که شود شناخته تواندم  زدگ برق بیماری
 پلروتئین  بیان بررس  به نیاز پروتئین اين توسط مقاومت ايجاد
 PSH-91پرايملر  بلا  PCR نتلايج  باشلد. مل   مختل  شرايط در

 داد. نشلان  مطالعله  ملورد  نخلود  رق شِ   دررا  PR-10حضور

 در PSH-91پرايملر  بلا  PCRمحصول الکتروفورزی الگوی نتايج
 است. يکسان حسا  و متحم  مقاوم، ارقام بین

 ط  در که کرد بیان توانم  آمدهدستهب نتايج به توجه با
PCR حسلا   و متحم  مقاوم، ارقام بین در موردنظر پرايمر با 
 ارقلام  تملام  در ابانده اندازه و شدي  PR-10ژن ردياب  به موف 

bp1350  در مشلابه  بانلدی  الگوی دهندهنشان اين که باشدم 
 ارقلام  در ژن ايلن  وجود به توجه با است. بوده مختل  ارقام بین

 ارقلام  متفلاوت  واکلن   کله  شلود م  حاص  نتیجه اين حسا 
 تفاوت از ناش  تواندم  نخود زدگ برق بیماری برابر در مختل 

 هلای پلروتئین  PR-10هلای پلروتئین  باشد. PR-10ژن بیان در

 

 

 (یزدگحساس به برق) MCC507واریتهاز  PR-10یابی دوطرفه رفت و برگشت ژنتوالی -9شکل

Fig. 9. Forward and reverse sequencing of PR-10 gene derived from MCC507 variety 
(susceptible to Ascochyta blight) 

 ها دهنده عدم وجود تفاوت بين توالیارقام مختلف نخود با توالی رفرنس نشان PR-10مقایسه توالی ژن -10شکل 

 .باشدبا توالی رفرنس می

Fig. 10. Comparison of PR-10 gene sequence of different chickpea varieties with reference sequence indicated to lack 

of difference between sequences and reference sequence also.  
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 ريبونوکلئازها شبیه ساختاری که باشندم  سلول  داخ  دفاع 
 از يلک هلیچ  ودر بلوده  اسیدی PR-10هایپروتئین تمام .دارند
 دهلد مل   نشلان  موضوع اين ندارد. وجود پپتیدی سیگنال هاآن
 توسلط  و هسلتند  سللول  درون خلانواده  ايلن  هلای پروتئین که

 توجله  بلا  (.Vidhyasekaran, 2002) شوندم  القاء رهابیمارگ
 تنوع وجود عدم علت به کرد بیان توانم  آمدهدستهب نتايج به
 بیان هنگام در که دارد وجود احتمال اين نوکلئوتیدی، توال  در

 ارقلام  بلین  تفلاوت  بیملاری،  عامل   وجلود  شلرايط  در پروتئین
 که تحقیقات  به وجهت با احتمال اين که شود داده نشان مختل 
 شللودملل  تأيیللد ،اسللت گرفتلله صللورت بللرنج PR-10ژن بللر
(Babaiezadeh & Sayyari, 2012.) ژنPR-10 بللرنج در 
 واکلن   هلا  زخل  بله  و شلود م ن بیان هاگبر در طبیع  طوربه

 و اتلیلن  وسلیله هبل  بلالاي   سلط   در بلالقوه  اما ،دهدم ن نشان
 ,.Heidarinejad et al) شلود مل   بیلان  اسلید  جاسلمونیک 

 عامل   بله  حسلا   و مقلاوم  رقل   بررسل   در همچنین (.2014

 مقلاوم  ارقلام  در PR-10ژن بیلان  ،برنج غم  سوختگ  بیماری
 نشلان  داریمعن  افزاي  بیماری به حسا  ارقام با مقايسه در
 (.Babaiezadeh & Sayyari, 2012) است داده

 شلد. بام  PR-2 نخود در شدهشناساي  پروتئین PR تنها
 فعالیلت  ،Ascochyta rabiei بلا  نخلود  تلقلی   از پلس  روز14
 ,Hanselle & Barz) است شده مشاهده گلوکاناز 3 و1 آنزي 

 نخلود  گیاه در گلوکاناز 3و1 بتا 3 و کتیناز 2 همچنین .(2001
 ,.Saikia et al) است شده کش  زدگ برق بیاماری عام  علیه

 مختلفل   گیاهان در PR-10پروتئین که رسدم  نظربه .(2005
 قار  برابر در فلف  گیاه در مثال عنوانبه کند.م  مقاومت ايجاد
 برابلر  در بلرنج  در ،(Soh et al., 2012) تاولسیاه بیماری مولد

Magnaporthe grisea (McGee et al., 2001)، چغندر در 
 علیه بر سورگوم در و BNYVV (Wu et al., 2014) برابر در
 .است شده بیان (Katile et al., 2010) فوزاريوم قار 
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Introduction 
Chickpea (Cicer arietinum L.) is an especial important crop among Pulse crops. One of the most 

important factors limiting the yield of chickpea is fungal diseases. Ascochyta blight is the most problematic 
disease of chickpea. The fungus Ascochyta rabiei (also called Didymella rabiei) causes ascochyta blight of 
chickpea. Pathogenesis related (PR) proteins are one of the ways to control plant pathogens. These proteins 
are encoded by the host plant, but their express done only in the presence of disease agent or the related 
conditions (Ghannadha et al., 2006). PR-proteins are a variety group of proteins including: glucanase, 
chitinases, endoproteinase, peroxidases, protease inhibitors, as well as small proteins such as osmotins, 
thionins, defensins, and lipid transfer proteins (Jain et al., 2012). So far seventeen PR proteins have been 
identified (Liu et al., 2006). PR-2 is the only PR-protein that identified in chickpea. The PR-10 has many 
functions. Direct evidence of antimicrobial activity induced by PR-10 is known in microbiological labs. The 
ability to connect to ligands is also observed. It also has an enzymatic activity in the secondary metabolism 
of plants and plays a role in abiotic stresses (Liu et al., 2006). This research was done to detect pr-10 gene in 
chickpea genome. 

 

Materials & Methods 
In this experiment, six genotypes of chickpea, including two sensitive genotypes (MCC506 and 

MCC507), two resistant genotypes (MCC142 and MCC528) and two tolerant genotypes (MCC20 and 
MCC150), against ascochyta blight were used. The seeds were surface sterilized using 2% sodium 
hypochlorite and germinated in sterile petri dishes. The germinated seeds were planted in pots (with 20 cm in 
diameter) containing combination of perlite, coco peat and vermicompost with a ratio of 1: 2: 1 at a depth of 
2.5 cm. After one month, DNA extraction was down from leaves using CTAB method. RCR reaction was 
down using primers of PSH-91 and MN in 2 steps. These primers were designed using Primer software 
Ver.5. The first step was performed using PSH-91 primer on genomic DNA and second step using MN 
primer on first PCR product. The detected gene was extracted using a Gel extraction kit manufactured by 
Denazist Company. Then PR-10 gene constructs were sequenced. Sequencing results were analyzed using 
SeqMan software.  

 

Results & Discussion 
Germination of plants was almost simultaneously. The shoot production of resistant and tolerant plants 

was more than sensitive cultivars. Resistant and tolerant varieties reached to flowering stage earlier and 
produced more abundant seed rather than sensitive cultivars. The presence of a single-band 1350 bp in the 
first PCR and a single-band 1289 bp in the second PCR indicated to presence of the PR-10 gene in the 
chickpea genome. The results of this research indicated that there is no difference in sequence of coding gene 
of PR-10 protein in chickpea genome with different resistance levels. 
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Conclusion 
Due to the lack of diversity in the nucleotide sequence of pr-10 gene among resistant and sensitive 

cultivars, it is likely that when the protein is expressed in the presence of the disease agent, the expression 
difference between the different varieties is shown. This seems reasonable considering research on the pr-10 
rice genes (Babaiezadeh & Sayyari, 2012). The PR-10 gene in rice is naturally not expressed in leaves and 
does not respond to ulcers, but it has high expression potential in the presence of ethylene and jasmine acids 
(Heidarinejad et al., 2014). Also, in evaluating the resistant and susceptible cultivar of rice blight pods 
disease, PR-10 gene expression in resistant cultivars was significantly increased compared with susceptible 
cultivars (Babaiezadeh and Sayyari, 2012). It seems that additional experiments are necessary in disease 
condition on expression of pr-10 gene in chickpea. 
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