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Abstract 
Objective 

Neonectria ditissima, the causal agent of fruit tree canker, is one of most destructive diseases of 

apple trees in producing countries with cool weather. Since it is difficult to control this disease 

due to the presence of the pathogenic fungus throughout the year, for better understanding of this 

host–pathogen interaction in order to improve management strategies, a transcriptional analysis 

of apple gene expression in response to N. ditissima was conducted.  

 

Materials and methods 

In the present study, we evaluated transcriptome responses to N. ditissima by selecting the 

partially resistant cultivar “Jonathan”. The leaf scars of apple trees were artificially inoculated 

with suspension of N. ditissima and water as control. Then the samples were taken for RNA 

extraction at three different time points, 5, 15, and 30 days after inoculation. The quality and 

quantity of the extracted RNA were checked and total RNA was sequenced using Illumina paired-

end sequencing and Hiseq2000 sequencer. The quality of the sequence data was done by FastQC 

software. Then the reads were mapped to apple reference genome by TopHat2 software. 

Normalization and differential expression analysis of genes were performed with DESeq2. 

Enrichment analysis of DEGs pathways was done through KEGG software. 
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Results 

Based on GO enrichment and KEGG pathway analyses, it was found that some of the defense 

response genes were differentially expressed between control and treatment groups. The data 

provides evidence that apple cultivars inoculated with N. ditissima exhibit significant 

upregulation of defense-related genes and genes involved in detoxification, peroxidase related 

reactions, phenylpropanoid metabolism. The highest expression level of genes related to defense 

was observed 30 days after inoculation. It shows that the pathogen needs time to cause infection 

and cannot spread quickly in the plant tissue. 

 

Conclusions 

Identification of candidate genes involved in pathogenicity of N. ditissima are involved in 

lignification, detoxification, phosphorylation and pathogen defense. They are a valuable resource 

in genetic research and allow us to better understand interaction of fungus and the apple defense 

system, and may assists in apple canker breeding programs. 
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  چکیده

تان  یهایماریب نیاز مخرب تر یکی هدف: ماری درخ ماری زای  شاااانکرمیوه، بی قارچ بی مل  عا با  پایی   Neonectriaارو

ditissima ،شد.میخنک  یهوا باسیب  کننده دیتول یدر کشورها یل حضور قارچ بیماری از آنجایی که کنترل این بیماری به دل با

ست، شوار ا سال د سی الگوی بیان ژن زا در طول کل  سخ دهنده به این عاماین تحقیق به منظور برر سیب  ل بیماری زا درهای پا

  .راهم کندی فتیریمد یهااستراتژی در جهت بهبود پاتوژن و زبانیمبین تعامل  از بهترتواند درک انجام شد که می

 یهاشد و نمونهداده  حیلقبا سوسپانسیون قارچ ت ، منشا نیویورک( "جاناتان"بدین منظور رقم نیمه مقاوم سیب ) :هاروشمواد و 

پس از  برداشت شدند. حیلقروز پس از ت 30و  15، 5 یدر سه نقطه زمانو توالی یابی  RNAبرای استخراج شاهد و تلقیح داده شده 

شده، کل  RNA کنترل کیفی و کمی ستخراج  صورت  یابییتوالا سویهکل ژنوم به  شرکت ا دو   ابییتوال ستگاهدو  نایلومیتوسط 

Hiseq2000 ها توسااط نرم افزارداده تیفیکنترل ک .انجام شاادFastQC ها با اسااتفاده از نرم . سااپس خوان صااورت پذیرفت

 DESeq2 نرم افزار امتفاوت ب انیب ی باهاژن لیو تحل هیو تجز یسازشدند. نرمال یابینقشه بیبا ژنوم مرجع س TopHat2افزار

 انجام شد. KEGGنرم افزار  با DEGs یرهایمس یسازیغن زیآنال و

تایج یان افتراقی در ژن KEGGو  GO یساااازیغن یهالیو تحل هیتجز :ن  Differentially expressed)های دارای ب

genes, DEGs )با  شااده حیتلق بیساا در رقم. شااناسااایی نمودرا  یژن مرتبط با پاسااخ دفاع ی، تعدادN. ditissimaراتیی، تغ 

سم لیدخ یهامرتبط با دفاع و ژن یهادر ژن یتوجهقابل س ،ییزدادر  شد دیپروپانوئ لیفن سمیو متابول دازیپراک شاهده   نی. بالاترم
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تواند بیانگر این باشااد که این موضااوع می شااد. دیده N. ditissimaبا  حیروز پس از تلق 30 ،رتبط با دفاعم یهاژن انیسااطح ب

 تواند در بافت گیاه گسترش پیدا کند.پاتوژن برای ایجاد آلودگی نیاز به زمان دارد و به سرعت نمی

و  ونیلاسیفسفور ،ییزداشدن، سم ننیگیدر ل لیدخ N. ditissima ییزای ماریدر ب درگیر شناسایی شده یهاژن گیری:نتیجه

شمند در تحق یمنبعبوده و دفاع پاتوژن  ستند  یکیژنت قاتیارز را بهتر  زبانیم گیاهبا  پاتوژن تا تعامل دهدیامکان را م نیبه ما او ه

 های اصلاحی کنترل این بیماری مورد استفاده قرار گیرند.می توانند در برنامهو درک کنیم 

  Malus × domestica، RNA-Seq، دینسل جد یابی یتوال ،پاسخ دفاعی: هاکلیدواژه
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 مقدمه

در جهان شناخته  یکشاورز مهممحصول  کی عنوان به یکه از لحاظ اقتصاد انیگل سرخ رهیاست چند ساله از ت یاهیگ بیس

شور کنفتی یر غاز منابع اصلی صادرات  کییشاورزی بوده و به عنوان ک پر اهمیت دراز محصولات  کیی یبس زین رانیدر ا شده است.

 Neonectria. قارچباشدمی یدر باغبان یاقتصاد یجد تمشکلا آید. بیماری شانکر اروپایی یکی از به شمار می یدر بخ  کشاورز

ditissima     که قبلا Neonectria galligena (آنامورف Cylindrocarpon heteronemaن )بیماری عامل  ،شدمی دهیام

 ;Carstens et al. 2010آید )بشمار می بیس بخصوص وه،یم اندرخت یک بیماری شایع دراست که معمولا  به عنوان  شانکر

Castlbury et al. 2006) .یبا آب و هوا یکیاما ارتباط نزد تواند فعالیت داشته باشد،می دمای محیطاز  یعیوس فیقارچ در ط نیا 

 Kim & Beresford 2012 ;2011) مرتبط است یمحل یابه شدت با آب و هو یی آنایجغراف عیمرطوب و خنک دارد و توز

Beresford & Kim .)منبع ، بنابراین کندمی دیتول ی(دیکنغیر جنسی )و  (آسکوسپوراسپور جنسی )سال طول پاتوژن در تمام  نیا

وجود  بیس اندرخت بر رویعفونت  یبرا یکه در تمام سال نقاط ورود مناسب ییدر تمام طول سال در دسترس است. از آنجا آلودگی

و آلوده  یهابافت کردن این بیماری با قطع کردن کنشهیر (.McCracken et al. 2003ت )دشوار اس یماریب نیدارد، کنترل ا

معمولا   یماریباین کنترل  یبراها قارچ ک  استفاده ازوجود،  نیشده است. با ا هیکننده توص یها با مواد ضدعفونپوشاندن زخم

مقاوم  ارقام افتنی یبرا یمتعدد یهاتلاشدر این راستا تواند کشت ارقام مقاوم باشد. می نیگزیجا کردیرو کی. ستین زیآمتیموفق
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 ;Garkava-Gustavsson et al. 2013) یمصنوع حیتلقبا استفاده از از مطالعات  یاست، برخ شده به شانکر انجام

Ghasemkhani et al. 2015یعیطب آلودگیبراساس  گرید ی( و برخ (Zagaja et al. 1971; Linhard Pedersen et al. 

 .Sasnauskas et al. 2006; Gelvonauskiene et al)است شده  شناسایی نسبیبا مقاومت  یارقامو انجام شده ( 1994

 (.Bus et al. 2019) باشندیم ییاما در حال شناسابوده نامشخص  زایماریدرخت و عامل ب نیب یمولکول یهاسمیمکان. (2007

تر از سطح  نیمعمولا پائ جهیو نت رودمی  یپ یکندبه سنتی برای شناسایی ارقام نسبتا مقاوم به این بیماری نژاد  اصلاح

 رممکنیغ رقم مورد نظربه  ارقام ریت مطلوب از سااامکان انتقال صف نی. همچنشودای حاصل نمیجهینت یحت ایو  خواهد بودانتظار 

 زمره در مولکولی هایمکانیسم که نمودمیلادی روشن  80به عمل آمده در اواخر دهه  های و بررسی مطالعاتعلاوه، بهاست. 

 Barazandeh) هستند( ها ژن تنظیم نحوه حتی و ترجمه رونویسی، ،DNAفرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندسازی  ترینمهم

2022a; Safaei et al. 2016et al.  .)شده است که هیچ گاه به طور همزمان  لییک سلول از تعداد زیادی ژن تشک 1یکیژنت ماده

 Barazandeh) نمایندمی تولید را سلول نیاز مورد آنزیم یا پروتئین و شده بیان آنها از کمی تعداد تنها زمان هر در و شوندبیان نمی

et al. 2016b) ها باشدمی تواند تعیین کننده سطح بیان ژن کندیم رشد آن در زنده موجود که محیطی. شرایط (Bordbar et 

al. 2022; Jafari Ahmadabadi et al. 2023)  ساز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری وE. coli  کشف شد

(Mohamadipoor et al. 2021; Masoudzadeh et al. 2020 .) مجموعه یک تنها هااندام انواع از یک هر درهمچنین 

 Mohammadabadi et al. 2021; Shokri) دارد بستگی نمو مرحله به هاژن بیان نیز و شودمی بیان ژنوم تمام از کوچک نسبتا 

et al. 2023 .)سطح در آنها مطالعه و مهم صفات با مرتبط یهانیپروتئ و هاژن مطالعه یملکول ینژادبه در یاساس اقدامات از یکی 

در دسترس بودن  نیبنابرا. (Mohammadinejad et al. 2022; Shahsavari et al. 2022) است یکروموزوم ای یسلول

از جمله آنالیز بیان ژن  هاتکنیک این دهد.  یافزا یادیتا حد زتر ارقام را در زمان کوتاه اصلاح تواندیم یژنوم های نوینتکنیک

 مارییهای مقاوم به بها و مشخص کردن ژنژن انیالگوی ب یو بررس مقاوم در حال توسعه هستند یهاژن ییشناسا لیتسه یبرا

تواند بررسی یک ژن خاص با استفاده از بیان ژن میبررسی  .(Mohammadabadi et al. 2023) ردیگراستا انجام می نیدر ا

که  یروش. (Mohammadabadi et al. 2023)و یا بررسی تعداد زیادی از ژن ها باشد  Real-Time PCRروش هایی مثل 

 تیو کم یابییسازد تا توالیپژوهشگران را قادر م وقدرتمند است  یکردیروکه  است RNA-Seq کیاست تکن جیدر حال حاضر را

 یاتیبا توان عمل یابییپلت فرم توال کی ایلومینا بر یمبتن RNA-Seq یفناورکنند.  نییمحصول تع کیرا در  RNA هاینوشتور

گونه را تحت  کیاندام خاص از  ایبافت  کی mRNA یهارونوشت عمده یدهد تا به سرعت توالبه افراد اجازه می هبالا است ک

از آنجایی . های زنده و غیرزنده استتن  بههای گیاه مطالعه پاسخRNA-Seq م از کاربردهای مهیکی خاص به دست آورد.  شرایط

ی مقاوم سیب هاشناسایی و کشف ژندر جهت  RNA (RNA-Seq)های یابی رونوشتتوالی ،شده است یابیتوالی بیژنوم سکه 

                                                      
1 DNA 
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 ییشناسا یبرا  RNA-Seq،پیشیندر مطالعه  .شود، با سرعت بیشتری انجام میتوالی ژنوم مرجع بیماری با در دسترس بودنبه این 

که  شدند ییشناسا دیپنج ژن کاند به طوریکهاستفاده شد.  Venturia inaequalis در پاسخ به بیدر رقم س دیکاند یهاژن

که ، 3 دازیو پراکس دیپیانتقال ل نیپروتئ ژناز،یپوکسی، ل3 نیونیشبه متالوت نی، پروتئ1 نیپروتئ: دهندیم  یرا افزا یماریبه ب تیحساس

که  (Gusberti et al. 2013).کاه  نشان داد شده  حیمسن تلق یهاو در برگافزای  نشده  حیمسن تلق یهادر برگبیان آنها 

را در ارقام  Valsa mali) ه بیماری شانکر والزایی )ر پاسخ بژن د ی، تعدادRNA-Seqروش استفاده از  باهمچنین و همکاران 

بودند مرتبط  یدر طول عفونت قارچ هیثانو تیمتابول وسنتزیو ب نیپکت کیکاتابول درولاز،یه تیها با فعالژناین کردند.  ییشناسا بیس

(Ke et al. 2014در مطالعه .)ای سیب های سیب در پاسخ به بیماری لکه قهوهای دیگر، آنالیز ترانسکریپتوم برگ(Alternaria 

alternata)  مانند  یسیرونو یکه فاکتورهایدر حالکاه  یافت  ونیداسیاکسو  مرتبط با فتوسنتز یهاژنبیان  با یتقرنشان داد(

WRKY ،MYB ،NAC  وHsf مرتبط با دفاع  یهاتیسنتز متابول ی ودفاع یدهگنالیس ،یسلول وارهیدساخت  های درگیر درژن( و

 لیفن وسنتزی( و بPathogenesis-Related proteins : PRsمرتبط با پاتوژنز ) یها. از جمله ژنبه طور متفاوتی بیان شدند

 .(.Zhu et al 2017شدند ) فعال ندیفرآ نیا یدر ط دیفلاونوئ/دیاس نویانوآمیس/دیپروپانوئ

 پاتوژنو  بیس درخت باشد که تعامل بینمی RNA-Seq روشمطالعه با استفاده از  نیاول نی، اهای موجودبراساس داده

Neonectria ditissima  روش. در مطالعه حاضر، دهدرا مورد بررسی قرار می RNA-Seq یهانوشترو لیو تحل هیتجز یبرا 

در این مطالعه . یدگرداستفاده  بیشانکر سبیماری مقاوم به  یهاژن ییشناسا رمنظو ، بهN. ditissimaا در طول عفونت ب بیس

که در پاسخ  میکن ییشناسا را دیکاند یهااز ژن یتا فهرست سازدمیمقاوم ما را قادر ها در طیف وسیع در رقم نیمه بررسی بیان ژن

که احتمالا  در مقاومت به  یگنالیس یرهایدر مطالعه مس افتهی نی. اشوندیم بیان یبه طور متفاوت بیدر درختان س پاتوژنبه حمله 

  .نق  دارند، استفاده خواهد شد وهیشانکر درختان م

 

 هامواد و روش

 یکه رو "جاناتان"مقاوم  مهیرقم ن (Malus × domesticaیک ساله سیب ) اندر پژوه  حاضر، از درختی: اهیگ مواد

، شهر دئاین درختان از یک نهالستان تجاری واقع در جنوب کشور سو .استفاده گردید زده شد وندیبا سه تکرار )درخت( پ M9 هیپا

که در شرایط آب و هوایی محیط نگهداری ( Stångby Nursery School, Lund. 55°44'32.4"N 13°11'47.1"E) لوند،

-Garkava) اسایی شده بود انتخاب گردیدمی شدند، خریداری شدند. رقم مورد نظر براساس مطالعات پیشین که نیمه مقاوم شن

Gustavsson et al. 2014) . های معروف ایالات تولید می کند و یکی از سیب نیریبا اندازه متوسط و ش بیس کیجاناتان  رقم

از قارچ ک  و و  شدندمی یاریآب یو به صورت هفتگ شده ینگهدار کنترل دما بدون یادر گلخانه بیدرختان سباشد. متحده می

 درطول این مدت استفاده نگردید.کود 
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که حاوی اسپورهای غیر جنسی  N. ditissima هایاسپورودوخیوم ح،یتلق یبراقارچ:  ونیسوسپانس هیهت

( N 56°6′, E 14°9′د،ئو)بالسگارد، کشور سباغ در  یعیبه طور طبی که بیاز درختان س)ماکروکنیدی و میکروکنیدی( می باشند، 

. روز بعد، کشت داده شدنداق ات یدر دما درصد 5/1 آمریکا( Difco) آگار طی. اسپورها ابتدا در محندشدآوری  عشده بودند، جم هآلود

 Difco) درصد آگار 5/1کشت  طیمح یرو (CBS: 139468)که به شکل هلالی و چند سلولی بوده  منفرد یهایدیماکروکن

شد.  ینگهدار گرادینتدرجه سا 4 یدر دما یکشت تا استفاده بعد طیو سپس مح هکشت داده شد اخیاسپورودو دیتول یبرا آمریکا(

غلظت  به اسپور ونیشمارش شد و سوسپانس (Leica DMLB) کروسکوپیم ریدر ز تومتریها با استفاده از هموسیدیتعداد ماکروکن

 .گردید هیته تریلیلیدر م یدیکن 1×510

شد  دییتا یشینطبق مطالعات پشده  دیتول یموفق اسپورها یجوانه زن ح،یاز تلق قبلی: و نمونه بردار حیتلق روش

(Ghasemkhani et al. 2015 چهار جوانه .)کالپربا اس شاخه از راس 20و  17، 14، 11 یهابه شماره از هر درخت (Scalpel) 

 یهادرخت. داده شد حیتلق (تریلیلیدر م یدیکن 1×510) اسپور ونیاز سوسپانس تریکرولیم 10 ها بامحل برش جوانه سپس. بریده شدند

 ®Vaselineوازلین )ها با  ، زخمنفوذ کرد درخت به طور کامل در بافت ونیکه سوسپانس یشدند. هنگامداده  حیشاهد با آب مقطر تلق

ACO یپوست اطراف نواح چوب و ازسپس شدند.  ینگهدار با دمای محیطدر گلخانه  حیسوئد( پوشانده شدند. درختان پس از تلق 

 یشد. قبل از نمونه بردار ینمونه بردار ،حیروز پس از تلق 30و  15، 5 ،مختلف یسه جوانه هر درخت در سه نقطه زمانی شدهآلوده 

 غوطه ور شدند و تا استخراج عیما تروژنیبلافاصله در ن یها پس از نمونه برداربرداشته شد. نمونه یبا استفاده از دستمال کاغذ نیوازل

RNA استفاده گردید یکیولوژیتکرار ب کیهر درخت به عنوان  قیتحق نیشدند. در ا یگراد نگهدار یدرجه سانت -80 یدر دما .

در ر نظر گرفته شد. دآب(  و (N. ditissimaیح دو تلق درخت(، و 3( سه تکرار بیولوژیکی ) 30و  15، 5برای هر نقطه زمانی ) 

  .مورد استفاده قرار گرفت RNA استخراج یبرا ( 2 × 3  × 3) بیس درخت 18 مجموع

رخت با نمونه برداری شده از هر د سه جوانه: Illumina HiSeqی کتابخانه برا یو آماده ساز RNA یجداساز

 طبق پروتکل Cat. No. / ID:, RNeasy Micro (QIAGEN 74104( تیکل با استفاده از ک RNA ادغام شدند وهم 

از  ستفادها ابجدا شده  RNA یکپارچگیو آمریکا(  Wilmington) نانودراپ با استفاده از RNA شد. خلوص و غلظت استخراج

 این دستگاهشد.  یریگندازهآمریکا( ا  Bio-Rad Laboratories, Hercules) Experionتمام اتوماتیک الکتروفورز  دستگاه کی

و  صیتشخ ،یجداساز و کند یاستفاده م کینوکلئ دیو اس نیخودکار کردن الکتروفورز پروتئ یبرا LabChip الیکروسیم یاز فناور

 NGIه ( بتریرولکینانوگرم در م 250کل ) RNA یهانمونه کند. یپلت فرم واحد ادغام م کیداده ها را در  لیو تحل هیتجز

(National Genomics Infrastructure, Scilifelab  سوئد )از کروگرمیم 1و  ندارسال شد RNA کتابخانه هیته یراکل ب 

 . گردیداستفاده 
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افزار توسط نرم ها جهت حذف بازهایی که کیفیت پایین دارندداده تیفیک : کنترلRNA-Seqی هاداده پردازش

FastQC (V0.11.2) انجام شد (Andrews, 2010)یکل یبالا تیفیک رغمی. عل FastQCهادهدااز  ی، مشخص شد که برخ 

 Bloger et) ام شدانج Trimmomatic (V0.32)افزار نرمها با پردازش خوان  که هستند ایلومیناآداپتور  یتوال یهمچنان حاو

al. 2014.)  تیفیک  یآزما نیحذف شدند. در احاوی آداپتور  یهایو توال نیپائ تیفیبا ک یهاخوان Q>30 افزار در نرم

Trimmomatic افزارنرمشده با استفاده از  لتریشده و ف  یرایپ هایخوان ته شد. در نظر گرفTopHat2 (V2.0.13) 

(Trapnell et al. 2009 )بیژنوم مرجع س با (Velasco et al. 2010 و قارچ )Nectria haematococca واده که به خان

N. ditissima شدند یابی، نقشهتعلق دارد ((Coleman et al. 2009. از توالی یابی و شد ییقارچ شناسا خوان   20180 تعداد 

 یسازد. نرمال( محاسبه شAnders et al. 2014) HTseq-count (V0.6.1)افزار در هر ژن با نرم هاخوان حذف شدند. تعداد 

 ه کشفان(. آستAnders & Huber 2010; Love et al. 2013) انجام شد DESeq2با  هامتفاوت ژن انیب لیو تحل هیو تجز

انجام شد. آنالیز  CIMminer( تعیین گردید. آنالیز کلاستر با استفاده از نرم افزار False Discovery Rate, FDR 0/05اشتباه 

 یت بررسجه نیهم چنصورت پذیرفت.  KEGGافزار ( از طریق نرمDEGsهای دارای بیان افتراقی )سازی مسیرهای ژنغنی

 DU et) استفاده شد AgriGO تیها از وب ساآن یها و قابل مشاهده سازpathwayبه دست آمده و رسم  یهاGOتر   یب

al. 2010 .) 

 

 نتایج

رقم  از یک با استفادهو آب  N. ditissimaشده با  حینمونه از بافت تلق 24 : به طور کلیRNA-Seq یهاخلاصه داده

 و برای توالی یابی ارسال یجمع آور RNA ی استخراجبرا ح،یپس از تلق یدر سه نقطه زمان یکیولوژیسه تکرار ب با بیمقاوم س نیمه

 <8/1nmنها آجذب  های نسبت که هایی نمونه نانودراپ، دستگاه از با استفاده RNA کمیت و خلوص تعیین تجزیه در. دش

ه تمام اتوماتیک دستگا از استفاده با RNA کیفیت بررسی گردیدند. در یابی ارسالتوالی جهت و شده انتخاب بود، 280/260

Experion باند  دوS18وS28 کیفیت  دهنده نشان که شد مشاهدهRNA هایشاخص زا دیگر یکی .(1بود )شکل  شده استخراج 

 میزان یبررس برای بود. شاخصی  quality indicator) RNA(RQI عدد شده استخراج RNAبررسی کیفیت  در شده استفاده

 استخراجRNA کمتر تخریب و بالاتر کیفیت دهنده تر نشانبزرگ اعداد. دارد 10 تا 1 بین محدوده که باشدمی RNA شدنتجزیه 

 بودند. 8/9 از تربزرگ  RQI دارای هاینمونه یابیشده جهت توالی ارسال هاینمونه کلیه. باشندشده می

-pairedخوان  به صورت  ونیلیم 8/10طور متوسط  بهدست آمد که به  paired-endخوان  به صورت  ونیلیم 263 با یتقر

end  افزار با نرم هاخوان  کیفیت بررسی نتایج. بوددر هر نمونه FastQC هاتجزیه انجام لازم برای کیفیت هاخوان  که داد نشان 

 Trimmomatic افزار نرم از استفادهبا  نامطلوب کیفیت با هایخوان  کیفیت، حداکثر آوردن دست برای به حال این را دارند. با
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 نتایج عبور کردند. تیفیک لترفی از( درصد 88) Illumina خوان  ونیلیم 230در مجموع (. Bloger et al. 2014شد ) حذف

ها خوان  درصد بالایی از که نشان داد Tophat2 افزار نرم از استفاده با سیب مرجع با ژنوم شده پیرای  هایخوان  کردن منطبق

 (.Velasco et al. 2010شدند ) منطبق مرجع ژنوم برها(  خوان از کل  ونیلیم 206)

 

 

. الف( ب( و ج( Experionدستگاه تمام اتوماتیک  از استفاده استخراج شده با RNA کیفیت . کنترل1شکل 

روز بعد از آلودگی، اعداد خط افقی نمودار به شرح :  30و  15،  5استخراج شده  RNAبه ترتیب نمونه های 

 های تلقیح شده با آبدرخت 6و  5،4و  N. ditissimaهای تلقیح شده با درخت 3و  2،1

Figure 1. RNA quality control using an ExperionTM Automated Electrophoresis System 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). A, B and C: RNA extraction at 5, 15 and 30 days 

after inoculation, respectively. The numbers of horizontal line are as follows: 1, 2 and 3: 

inoculation of trees with N. ditissima and 4, 5 and 6 inoculation of trees with water. 

 

 نیب آشکاریتفاوت  ،3.3.1نسخه  Rهای اصلی با استفاده از نرم افزار : براساس آنالیز تجزیه مولفهیکل یسیرونو کینامید

روز بعد از آلودگی  30و  15بعد از آلودگی مشاهده نشد و در روز  5شده با آب در  حیو تلق N. ditissima ه باشد حیتلق یهانمونه

قضاوت در مورد  برای آستانه عنوان به 05/0( FDRاشتباه )آستانه کشف های بیان شده مشاهده گردید. تفاوت معنی داری در ژن

که یشد. در حال مشاهده یماننقطه ز نیدر اول DEGs حداقل تعداد مختلف استفاده شد. یژن در سه نقطه زمان انیتفاوت ب تیاهم

  (.1شدند )جدول  انیب ژن  4133 ومشاهده  روز بعد از آلودگی( 30) سوم یدر نقطه زمان DEGs تعداد نیشتریب

 ج ب الف

28s 

 

18s 



   (1403 تابستان، 2، شماره 16مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

140 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 ،کیولوژیب یهاندآیفر :یسه گروه اصلدر  روز بعد از آلودگی 30و  15در های بیان شده سازی نشان داد ژنآنالیز غنینتایج 

 رمجموعه،یز 11به  یکولمربوط به گروه عملکرد مول یهاژنبراساس نتایج . ندشد بندیطبقه یسلول یو اجزا یمولکول یهاعملکرد

 دارای بیان افتراقی یهار ژنتشیکه ب داد ها نشانیبررس. شدند میتقس رردهیز 12به  یکیولوژیب ندیو فرآ رردهیز 6به  یسلول یاجزا

های اصلی مربوط به فرآیندهای شده است و زیر گروه میگروه تقس ریز نیکه خود به چند است کیولوژیب یهاندآیمربوط به گروه فر

ی قرار کیتیکاتالهای لیتاتصال و فعا هایپروسههای اصلی در باشند. در گروه عملکردهای مولکولی زیر گروهمتابولیک و سلولی می

 .شوند یم ییایمیاه  فعل و انفعالات شک ای عیسبب تسر یکیتیکاتال یهاتیفعال(. 2گرفتند )شکل 

 

 (FDR<0.05. ژن های متفاوت بیان شده در سه نقطه زمانی در رقم نسبتا مقاوم جاناتان )1جدول 

Table 1. Differentially express genes at three time points in the partially resistant cultivar 

(FDR<0.05) 
 روز بعد از آلودگی 30

30 days after inoculation 

 روز بعد از آلودگی 15

15 days after inoculation 

 روز بعد از آلودگی 5

5 days after inoculation 

 

Down 

regulated 

genes 

Upregulated 

genes 

Down 

regulated 

genes 

Upregulated 

genes 

Down 

regulated 

genes 

Upregulated 

genes 

 

1738 2395 1419 1887 0 1 

 
 جاناتان

“Jonathan” 

 

 یتعدادهای شناسایی شده در فرایندهای مختلف سلولی ارائه شده است. برطبق نتایج، ای از برخی ژن خلاصه 3در شکل 

مرتبط بودند که  یها با پاسخ دفاعژن نیاز ا ی( نق  داشتند. برخApoptosis) یمرگ سلول ندیدر فرآهای شناسایی شده ژناز 

بیماریزایی مرتبط با  یهانیکه پروتئ Bet v 1دو ژن  ،مقاومت به کپک نیکننده پروتئ کد MLO12از جمله ژن  ،داشتند افزای  بیان

(Pathogenesis )ژن  ،کنندیرا کد مNPR3 ،ACT7 در پاسخ به زخم، BAK1 یاختصاص نازیک نیژن کد کننده پروتئ 

که در پاسخ به ماده  ATGSTU19دو ژن  ( وLeu-rich receptor serine/threonine protein kinase) نیترئون/نیسر

، از جمله دو ژن افزای  بیان داشتندبودند که  لیژن در انتقال الکترون دخ نیچند .داشتندسم نق   کیکاتابول ندیو فرآ یسم

CYP71A25 (cytochrome P450 دو ژن ،)CYP71A26 (cytochrome P450که اتصال اکس )کنند،یم یرا رمزگذار ژنی 

glycine-rich proteins ،ATPA2 ،ATBCB   ( و یک ژنMDP0000264519 که )کنند. پروکسیداز رو کد می نیپروتئ

 یدیفلاونوئ وسنتزیب ندیو در فرآ کنندمی یرا کدگذار دوردوکتازیاکس تیفعال افزای  بیان داشتند که DMR6دو ژن  ن،یعلاوه بر ا

 laccase-like polyphenol) شبه لاکاز یدازهایاکسفنل  یپل هیشب ینیه پروتئگردید کنیز شناسایی  TT10. ژن هستند لیدخ

oxidases) یهانق  دارد. ژن دهایو فلاونوئ نیگنیل وسنتزیو در ب کندیرا کد م PAL1  وPAL2 تا حدی افزای  بیان داشتند زین 
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، ELI3-1نق  داشتند، از جمله  کیمتابول پروسهدر ها از ژن ینق  داشتند. برخ نیآلان لیفن -L کیکاتابول ندیو در فرآ

GT/UGT74F2 ،ATGSTF13  وCAD1 ژن .ATGSTU8  ترانسفراز  ونیگلوتات تیدر فعالافزای  بیان بالایی نشان داد که

  .فعال شدند N. ditissimaبا  بیارقام س حیبا تلق RLK1 مانند نهیآم دیاس ونیلاسیدر فسفور لیدخ یهااز ژن یبرخ. نق  داشت

 

 بحث
 نیمختلف مانند پروتئ یدفاع یهادر پاسخ لیدخ یهاژن عمدتاو مشاهده شد  روز بعد از تلقیح 30 هاافزای  بیان ژن نیشتریب

روز بعد از  5 ،زمان نمونه برداری نیاولدر . شناسایی شدند دیفلاونوئ وسنتزیو ب ویداتیاسترس اکس داز،یپراکسی، ماریمقاومت به ب

 یبه عفونت قارچ بیپاسخ درخت سباشد که هیچ ژنی در پاسخ به بیماری شناسایی نگردید و این بیانگر این موضوع می، آلودگی

مرگ در شناسایی شده ژن  نیچندمشاهده شود.  هاژن تغییراتی در بیان دارد تا ازیروز ن 5از  شتریبه زمان ب  N. ditissima توسط

و  یوابسته به انرژ ییایمیوشیب یهاسمیبا مکان یشده سلول یزیرمرگ برنامه ندینق  داشتند. فرآ یدفاع هایو پاسخ سلولی

مختلف از جمله توسعه و  یندهایاز فرآ یجزء ضرور کیبه عنوان  مرگ سلولیشود. مشخص می زیمتما یکیمورفولوژ یهایژگیو

 Elmore 2007; Carneiro et) دشودر نظر گرفته می ییایمیمواد ش القا شده با یو مرگ سلول یمنیا ستمیمناسب س عملکرد

2020al. .) 1مطالعه،  نیدر اRPM این موضوع  روز بعد از آلودگی افزای  بیان نشان داد. 30، داشتنق   مرگ سلولی، که در

های دخیل در مرگ برنامه ریزی شده سلول در مراحل اولیه آلودگی فعال نمی گردند و زمانی این اتفاق رخ بیانگر این است که ژن

مطالعات  .بکار می گیرد قارچآلوده به  ایشده  بیتخر یذف سلول هاجهت ح حفاظت شده یروشمی دهد که گیاه آن را به عنوان 

 از طریق افزای  بیان ژن  Pseudomonas syringaeباعث ایجاد مقاومت علیه باکتری  RPM1که ژن پیشین بیان داشتند 

1AvRpm  یاAvB می( 2020شودWang et al. )  .یدفاعدر رده سیستم القا شده بودند،  یها که توسط عفونت قارچاز ژن یبرخ 

پپتیدهای غنای از لوساین  MLO هایپروتئین.  BAK1 و  MLO12 ،ACT7 ،Bet v 1،NPR3ل شدند، به عنوان مثا یبندطبقه

هاای غنای از لوساین نقا  مهمای در انجام شده پاروتئین اتطباق مطالعا ( وSingh et al. 2012) درصد( هستند 13تاا  9)

(. Kemmerling et al. 2007; Kędzierski et al. 2004; Torii 2004د )کننمسیرهای انتقال پیام پاسخ دفاعی ایفا می

باعث مقاومات باه بیماری سافیدک پاودری در گیااه گوجاه فرنگای  CRISPR/Cas9با تکنیک  SlMlo1ایجاد جه  در ژن 

 (.Nekrasov et al. 2017) در یاک سیستم غیر تراریخته شده است
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 05/0در سطح معنی داری شده متفاوت  انیب یژن ها یعملکرد یطبقه بند. نمودار مربوط به 2شکل 

>FDR   که درصد مشارکت کننده در هر یک از گروه هایGO  ک،یولوژیب یندهایفرآبر روی محور افقی و 

 ی هر یک از آنها بر روی محور عمودی نمایش داده شده است.سلول یو اجزا یمولکول یهاعملکرد

Figure 2. Functional classification of differentially expressed genes at a significance level of 

FDR <0.05, with the percentage of participants in each of the GO groups on the horizontal 

axis, and biological processes, molecular functions and cellular components showed on the 

vertical axis. 
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یجااد مقاومات باه یاک اساتراتژی باالقوه جهات ا  MLOهااین عملکارد ژناز دسات دادبنابراین طبق یافته ای جدید 

های درگیر ژندن سایر شتواند باشد و این امکان وجود دارد که خاموشی این ژن باعث فعال میهای زراعی سفیدک پودری در گونه

ی مانند جو به سفیدک مقاومت در گیاهان زارعباعث ایجاد   MLOهاایژنشود. هر چند مطالعات پیشین نشان دادند در مقاومت می

علق به خانواده مت ژن این .روز بعد از آلودگی افزای  بیان نشان داد 30و  Bet v 1  15 ژن (.Atzema 1998پودری شدند )

 بیماری زاییمرتبط با  یهانیپروتئ هاطبق گزارشاست.  یادو لپه اهانیدر گ  (PR-10)  ییزا یماریمرتبط با ب یهانیپروتئ

(PR) کیستمیس یاز مقاومت اکتساب یعفونت به عنوان بخش یدر ط (Systemic acquired resistance, SAR) از  که

 نتزهستند و س ی گیاهیهاآلرژنجز PR-10 (.Schenk et al. 2009ند )شویالقا م اهانیگباشد در می اهانیگ ژهیو یمنیپاسخ ا

(. Puehringer et al. 2003است )ها در برابر پاتوژن گیاه آنها محافظت یکه نق  احتمال ابد،یمی  یآنها در پاسخ به عفونت افزا

تباط انگور ار در Pseudomonas syringae pv. pisiی ماریو مقاومت به ب PR-10 نیپروتئ انیب نیب پیشینمطالعه در 

رگوم در برابر سو یدفاعسیستم از  یبه عنوان بخش نیپروتئ نیا ن(. همچنیRobert et al. 2001داری مشاهده گردید )معنی

، در PRی هانیتئاز جمله پرو ،یادیز یدفاع یهاسمیمکان (.Katile et al. 2010شود )می فعال هابرگ ی درقارچ یهاپاتوژن

 دیپروپانوئ لیفن سمیمتابول یارهیدر مس لیدخ یهااز ژن یتعدادبیان ر در یحال تاخ نیبا ا شوند،یم فعال در زمان آلودگی بیارقام س

 ژهیو به و PR-10ژن  گروه ریدو ز "شزیگلدن دل"در رقم  (.Venisse et al. 2002بود )مشاهده شده  بیحساس س های در رقم

 یکی از .( .2008Chevalier et alشدند )فعال ،  V. inaequalis واکن  به بیماری لکه سیاه سیب،، در APa گروه ریز

مال اروپا شدر  ژهیبه و یانسان تیجمعدر  حساسیتمسئول  باشد کهمی Mal d 1، میوه سیبموجود در  Bet v 1 هایهمولوگ

علائم  زانیممکن است م ب،یس درختان شانکرها مانند برخی بیماری توسط آلودگی(. احتمالا  Nybom et al. 2013است )

هایی می باشند که نیپروتئها، ایزوفرم دهد.  یرا افزا بیس یهاوهیدر م Mal d 1 نیپروتئ یهازوفرمیاز ا یاز برخ یناش حساسیت

  از یک ژن منشا گرفته اند اما دارای توالی اسیدآمینه متفاوت با عملکرد مشابه هستند.

 هاییژنو  دازهایراکسپ ،(PAL) ازیل اکیآمون نیآلان لیمانند فن ،یسیدر رونو لیدخ دانیاکسیآنت یهامطالعه، ژن نیا در

 نیآلان لیفن میآنز ۀرمزکنندن اند. ژشده یی، شناساP450م توکروینق  دارند، مانند س یکروبیضد م یهاتیمتابول دیکه احتمالا  در تول

 نیگنیل دیکه مسئول تول دهایپانوئپرو لیفن وسنتزیگام در ب نیو اول نق  داردها در برابر پاتوژن اهانیدر دفاع از گ( PAL) ازیلایآمون

و  دهایمانند فلاونوئ هیثانو یهاتیاز متابول یاگسترده فیط وسنتزیدر ب PAL. ژن ( .2002Dixon et al) کندمی زیکاتال را است

براساس مهم هستند.  یطیمح هایبه استرس سخو در پا یعیرشد طب یبرا باتیترک نینق  دارد. ا نیفورانوکومار یهانیتوالکسیف

 حیکادو تلقارا در آو PAL بیان ژن  یافزا ی. مطالعات قبلروز بعد از آلودگی مشاهده شد PAL2 30و  PAL1های ن ژنایب نتایج

 پاسخ به عفونت در یویک میوه در ( وBeno-Moualem & Prusky 2000)  Colletorichum gloeosporoides باشده 

Botrytis cinerea  گزارش کردن( دMcLeod & Poole 1994.) 
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  Neonectria ditissima در پاسخ به ریبالقوه درگ دیکاند یهاژن Heatmapنمودار . 3شکل 

Figure 3. Heatmap presenting the expression level of potential candidate genes involved in 

resistance against Neonectria ditissima  
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 Gayoso etتوسط  dahliae Verticilliumبا  شده حیتلق یفرنگگوجه یهاشهیدر ر PAL یهاژن ی درمتفاوت انیب

.al (2010 ) 2 هایژن و نشان دادند که شدمشاهدهPAL  6وPAL یهاژنمابقی که  ینق  دارند در حال یساز ینگنیاحتمالا  در ل 

PAL ژن  بیان  یفزااهمچنین  .هستند لیدخ یکیولوژیب یندهایفرآ ریدر ساPAL به بیماری  بیس یهاگزارش شد که برگ یزمان

 اد،یبه احتمال زبنابراین (. Petkovsek et al. 2011; Schovankova & Opatova 2011) ه بودندآلوده شد بیس لکه سیاه

 کند.کمک می بیدر درختان س N. ditissima آلودگیبه کاه   PAL بیان ژن  یافزا

همچنین  بیان شد، روز بعد از تلقیح 15( MDP0000215414) دازیپراکس یهااز ژن یکینشان داد که  پژوه  حاضر جینتا

 تیفعال  یافزابراساس مطالعات گذشته  افزای  بیان نشان داد. روز بعد از تلقیح 30و  15( در MDP0000264519) یگرید ژن

 (.Simons & Ross 1970تنباکو مرتبط است ) کییموزا روسیدر تنباکو در پاسخ به عفونت و کیستمیبا مقاومت س دازیپراکس

( متعلق به POX) یاهیگ یدازهایپراکس باشد.ت پراکسیدازها در ایجاد مقاومت علیه عوامل بیماری زا میاین موضوع بیانگر اهمی

از  یاریشدن بس دیخود باعث اکس زیکاتال ریدر مس و دنکنمی لیرا به آب تبد دروژنیه دیکه پراکس هستند هامیاز آنز یخانواده بزرگ

آن  یاختصاص یقابل استفاده هستند. اما سوبسترا میآنز تیسنج  فعال یکه همه آنها برا شودمی  یآل ریو غ یآل یسوبستراها

 نق  اهانیگ یدازهایراکس. پمقاومت داشته باشند سمیدر مکان و ممکن است نق  مهمی ( است2O2H) دروژنیه دیهمچنان پراکس

 دارند یطیمح های و پاسخ به تن  نیاکس میمتابولس ،رشد بامرتبط  یندهایفرآ ن،یگنیل وسنتزیاز جمله دخالت در ب یمتعدد های

(2004Veitch )هادر بافتای سمی بوده که مادهدروژن یه دیپراکس اه،یگ کیفنولوژ راتییو تغ کیولوژیزیف یندهایفرآ ی. در تمام 

 .نمایدماده پاک می نیسلول را از اها دازیپراکس و شودمی دتولی

به  یادیشباهت زکند که را کد می ینیپروتئ TT10. بعد از تلقیح افزای  بیان نشان دادروز  TT10، 30مطالعه ژن  نیدر ا

از نوع  دازیاکس دیفلاونوئ کینق  دارد و به عنوان  دهایفلاونوئ ویداتیاکس ونیزاسیمریو در پل داردشبه لاکاز  یدازهایفنل اکسیپل

 .دارد گیاهاندر  ونیکاسیگنیل ندیو فرآ نیگنیبا سنتز ل یکینزد ارتباط(. این ژن  .2005Pourcel et al) کندلاکاز عمل می

 یهاتیمتابول وسنتزیو ب ییزداهستند و در سم یاهیگ یهانیخانواده پروتئ نیمتعلق به بزرگتر P450 (CYPs) یهاتوکرومیس

در  CYP71A26و  CYP71A25 ژن های انی(. مطالعه حاضر نشان داد که سطح بMorant et al. 2003نق  دارند ) هیثانو

 Trognitz) نق  دارد اهیگ یدر پاسخ دفاع 450P توکرومی. سافزای  یافت روز بعد از تلقیح 30و  ditissima .N 15 حیپاسخ به تلق

2002et al. .)  

، RKF1 جملهاز  (های آلیبه پروتئین یا سایر مولکول اضافه شدن یک گروه فسفات) نهیآم دیاس ونیلاسیژن در فسفور نیچند

RLK1 نیاز لوس یغن یتکرارهای با توالی نازیک نیو پروتئ (LRPKm1 )افزای  بیان نشان دادند .LRPKm1  احتمالا  در

 حیتلق "فلورینا  " بیسمقاوم در رقم  ار نازیک نیپروتئ یهااز رونوشت به طوری که میزان بیشتری های دفاعی مشارکت دارد.پاسخ

(. Komjanc et al. 1999شد )مشاهده  "گلدن دلیشز" بیبا رقم حساس س سهیدر مقا Venturia inaequalis داده شده با
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های پاسخ دهنده به الیگوساکارید )کیتین( شده منجر به مسدود شدن اکثر ژن LysM RLK1در مطالعات گذشته خاموش کردن ژن 

 (.  .2008Wan et alهای قارچی در آرابیدوپسیس شد )به پاتوژن جاد حساسیتو باعث ای

های هورمون دفاعی گیاه یک گروه از گیرنده 3NPRنیز افزای  بیان نشان دادند. ژن   1BAKو  3NPRهای ژن

شوند را تنظیم ( که توسط اسیدسالیسیلیک تحریک میPR) اهیگ یدفاع یهادر پاسخ ریدرگهای باشد و بیان ژن)اسیدسالیسیلیک( می

تواند دارای اهمیت و در سیستم دفاعی گیاهان می است مرگ سلولیاز   یک ژن پی  1BAK. ژن ( .2016Wang et alکند ) می

 باشد.

 .Nدر پاسخ به  "جاناتان" بیمقاوم س نیمه رقمدر  هاژن انیاز ب یاگسترده فیو توص ییمطالعه حاضر شناسا: نتیجه گیری

ditissima  یاز فناور استفادهبا ها که سطح بالای بیان آن شدند فیتوص ییهاژنبررسی  نی. در اداده نمودارائه را RNA-Seq 

ها تعداد ژن نیشتریقرار گرفتند و ب یمورد بررس یدر مقاومت در سه نقطه زمان لیدخدارای بیان افتراقی  یهاژن انی. بشناسایی شد

 BAK1و   MLO12 ،NPR3 ،ACT7 ،Bet v 1شده از جمله  ییشناسا یدیکل ی. ژن هادیمشاهده گرد یروز بعد از آلودگ 30

 یهاژن نینق  داشتند. همچن مرگ سلولیدر  RPM1و  ییزداسم ندیدر فرآ ATGSTU19 یهاژن ،یدفاع یدر پاسخ ها

DMR6 ،TT10 ،PAL1 ،PAL2 مطالعه حاضر  جی. در مجموع، نتادندیگرد ییشناسا هادیفلاونوئ وسنتزیشدن و ب ینگنیل ندیدر فرآ

 یمبنا جینتا همچنین این .دندهیپاتوژن نشان م نیبه ا ایدهیچیپمتنوع و  یواکن  دفاع بیس درختان که بیانگر این موضوع است

را هموار  بیدر ارقام مختلف س پاتوژن نیا ییزایماریو ب یشناسستیز یهاسمیمکان ترقیدرک عم جهت شتریب یبررس یبرای علم

 .نمایدفراهم میرا  یماریب تیریمد یبرا دیجد یهایاستراتژبکارگیری امکان  سازد ومی

با استفاده از اعتبارات پژوهشی پژوهشگاه  7ص//869/02این پژوهش در قالب طرح پژوهشی شماره : سپاسگزاری

، انجام شده است دانشگاه تحصیلات تکمیلی صنعتی و فناوری پیشرفته کرمانعلوم و تکنولوژی پیشرفته و علوم محیطی، 

 گردد.ر میکتش

 

 منابع

در  DLK1ژن  انیشاهدانه بر ب ری( تاث1402محمدرضا ) یمحمدآباد ،الههمت حشمتیعسکر ،اصغر یعل دیس یاحمدآباد یجعفر

 .234-217(، 1)15 ،یکشاورز یوتکنولوژی. مجله بیکرمان یهاقلب بره بافت

ران، دست و  یهادر بافت  MYH7ژن  انیب ی( بررس1402) دیحم نیرالدیمحمدرضا، خ یمحمدآباد ن،یام یخضر را،یسم یشکر

 .236-217(، 2)15 ،یکشاورز یوتکنولوژی. مجله بینژاد کرمان یپروار یهاراسته بره
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 1 فاکتور ژن انیب بر (Foeniculum vulgare) انهیراز راث( 1402) دیمج یحصن یمحمدرضا، گلکار افروز، عسکر یمحمدآباد

 .256-239(، 4)15 ،یکشاورز یوتکنولوژیب مجله. یکرمان گوسفند شکمبه بافت در نیانسول شبه رشد
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