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چکیده
ترین هاي زیستی و غیرزیستی مختلفی درگیر است. سوختگی آسکوکیتایی یکی از مخربدر طول دوره رشد با تنشنخود

این ترین روش براي مقابله با یابی به ارقام مقاوم مهمباشد. اصلاح براي دستهاي زیستی کاهنده عملکرد این محصول میتنش
اطلاعات RNA-Seqهاي مقاوم به بیماري با استفاده از تکنیک دن ژنکرها و مشخصبررسی الگوي بیان ژن.استبیماري

به بیماري )C-88(و مقاوم)C-727(دهد. در این تحقیق الگوي بیان دو واریته حساسارزشمندي را در اختیار اصلاحگران قرار می
بیماري آسکوکیتا انجام گرفته هاي گیاهان تحت از برگRNAاستخراج مورد بررسی قرار گرفت. ، آسکوکیتا تحت آلودگی

Illomina HiSeqیابی با یابی قرار گرفت. توالیشده و یک نمونه از هر واریته مورد توالیمنظور سه نمونه بیولوژیک ادغامهمینبه
خوانش72346680و CM-88خوانش از 82848250نتیجه ریبوزومی تهیه گردید درRNAعاري از RNAانجام شد. و کتابخانه 

C-727نسبت به CM-88ژن در 1546. از این بینگردیدژن با بیان افتراقی مشخص 3106. در مجموع دست آمدبهC-727از 
قرار گرفتند. از KEGGمسیر زیستی 122ژن درKEGG ،1285پس از آنالیز ژن افزایش بیان داشتند.1560کاهش بیان و 

نتایج آنالیز ژن افزایش بیان داشتند.607کاهش بیان داشته و C-727اریته نسبت به وCM-88ژن در واریته 627ژن، 1285
KEGGنشان داد مسیرN-Glycan biosynthesis،هاي مسیر سنتز اسید آمینه آرژنین و یک عامل رونویسی که در القاي هورمون

نقش داشته مورد مطالعه هايواریتهر دمقاومت به بیماري آسکوکیتا هاي دفاعی نقش دارند ممکن است در مربوط به سیگنال
باشند.

RNA-Seq، پرولین،KEGG،هاگلیکاننخود، آسکوکیتا بلایت، کلیدي: هاي واژه

مقدمه
Cicer arietinum.(نخود L (در بین راچهارمرتبه

ازیکیو)18(داردجهاندرحبوبات از نظر سطح زیر کشت 
استتوسعهحالدريکشورهادرپروتئینتامیناصلیمنابع

نخود در .کندمیرشدايماسهضعیفهايخاكدرحتیکه
هم از نظر سطح زیر کشت و هم از نظر میزان تولید ،کشور ما
مناطق، برخی در ولی .دارا استدر بین حبوبات را مقام اول

در حتی و استسطح زیر کشت آن رفته رفته کاهش یافته
طبق آمار آمارنامه ده است. مناطق زراعت آن منسوخ شبرخی 

ایران سطح زیر کشت نخود در 95-94کشاورزي سال 
کهباشدتن می271575هکتار و تولید سالیانه آن 500189

.تن در هکتار است54/0متوسط عملکرد آن تقریبا نتیجه، در
در جهان طبق متوسط عملکرد آن حالی است کهاین در
. )8(در هکتار استتن 81/0فائوگزارش 

هاي زیستی و غیرزیستینخود در طول دوره رشد با تنش
Ascochytaسوختگی آسکوکیتایی،درگیر است.مختلفی

blight)(ناشی از قارچAscochyta rabiei Pass. (Labr.)
.Didymella rabiei v(تلومورف،   Arx.  syn.

Mycosphaerella rabiei Kovachevski( یکی از
یستی کاهنده عملکرد این محصول هاي زتنشترینمخرب

. این قارچ در بسیاري از کشورهاي جهان از جمله )1(باشدمی
قاره هند شناخته شده استمنطقه مدیترانه، خاورمیانه و شبه

بودن شرایط محیطی این بیماري در صورت فراهم. )15(
). 19(شودمیرا سببمحصول کاهش عملکردمطلوب 

ابزار) Gene expression analysisة(ژنبیانآنالیزهاي
داروییوبیولوژيهايزمینهازبسیاريدرکهاستقدرتمندي

توان به میژنبیانآنالیزکاربردهاي از.شودمیاستفاده
بیان ژن، تعیین نمایه ترانسکریپتوم و سطوحمانندمواردي

، عناصر SNP کلئوتیدي یاونها، چندشکلی تکامتزاج ژن
کردن اسیدهاي قایع اتصال جایگزین، پیداراري، وتک

ریبونوکلئیک غیررمزگر، بهبود تفسیر ژنی، پیداکردن
هاي جدید، پیداکردن هاي ژنی، ژنها و ترانسکریپتاکسون

شونده هاي در جهت مخالف، نواحی غیرترجمهترانسکریپت
هاي هاي آغازگر جایگزین رونویسی، کاتالوگ، کدونUTRیا

یابی به اصلاح براي دست).14(اشاره نمود. شدههاي بیانژن
ترین روش براي مقابله با بیماري آسکوکیتا ارقام مقاوم مهم

هاي کردن ژنها و مشخصاست و بررسی الگوي بیان ژن
هاي روشگیرد. مقاوم به بیماري در این راستا انجام می

Omics مختلفی براي کشف مکانیزم مولکولی برهمکنش
ن استفاده شده است. گیاه و پاتوژ

گیرد که دو گروه قرار میهاي بررسی بیان ژن درروش
که هدف آنها بررسی ستهااز روشتعداديگروه اول شامل

بیان یک ژن خاص است مانند، هیبریدیزاسیون نورترن، 
ribonuclease protection assay وreal-time RT-PCR

د زیادي از بیان تعداهایی است که گروه دوم شامل روش
.SAGEو DNAي هاکنند مانند آرایهها را بررسی میژن

در بررسی ترانسکریپتوم هاهایی که این روشرغم مزیتعلی
ن محدود شده آعلت برخی از معایب دارد استفاده از آن به

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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70. ...........................................................................روش آنالیزهاي کاندید مقاومت به بیماري آسکوکیتا در یک واریته موتانت نخود بهشناسایی مسیرها و ژن

تکنیکروشی که در حال حاضر رایج است است.
RNA-Seq .تکنیک استRNA-Seq روش مدرن، کارآمد و

هاي قدیمی است که براي بررسی الگوي ارزان نسبت به روش
به طور خلاصه RNA-Seqروش شود.ها استفاده میبیان ژن
دو مرحله آزمایشگاهی و بیوانفورماتیکی است. بخش شامل 

، RNAکردن قطعهقطعه،RNAاستخراج آزمایشگاهی شامل
طولانتخاب، آداپتوراتصال، ايرشتهدوcDNAسنتز
.استهایابی و ایجاد خوانشتوالی، PCRباتکثیروبمناس

، هاخوانشکیفیتکنترلمرحله بیوانفورماتیکی شامل
، آنالیزکردننرمال،کمیگیرياندازه، هاخوانشیابینقشه
).21(است)Pathway analysis(مسیرآنالیزوبیانتفرق
هاي با بیان قابلیت تشخیص رونوشتRNA-Seq روش

شده پروب تکیه ندارد و تعیینن را دارد و بر انتخاب پیشپایی
ها ها در تشخیص رونوشتبر تشخیص افتراقی ژنعلاوه

ها و محل هاي جدید، ایزوفرمژنی، شناسایی رونوشتغیر
).7روش توانمندي است (RNAبرهمکنش پروتئین و 

موتاسیون القایی روش مهمی در اصلاح گیاهان زراعی 
متعددي بر روي گیاهان موتانت و والدي با است. مطالعات 

منظور کشف مسیرهاي جدید بیولوژیکی بهRNA-Seqروش 
).23، 28هاي هدف انجام گرفته است (و ژن

ها در رقم الگوي بیان ژنبررسی آنالیز،در این مطالعه
CM-88 وC-727 استفادهباRNA-Seqانجام گرفت.

کیتا بوده و از پرتوتابی مقاوم به بیماري آسکوCM-88واریته 
شباهت این در حالیست که وجود آمده استبهC-727واریته 

هدف ).12باشد (می% C-727 ،94و CM-88ژنتیکی بین 
هایی بود که در مقاومت به بیماري از این تحقیق، کشف ژن

منظور الگوي بیان همینبهآسکوکیتا در نخود نقش دارند
منظور یافتن مسیرها وتانت نخود بههاي دو رقم والدي و مژن

.هاي موثر در مقاومت به بیماري آسکوکیتا مقایسه شدندو ژن

هاروشومواد
تهیه مواد آزمایش

، گروهدر دانشکده تولید گیاهی1394آزمایش در سال 
دانشگاه علوم کشاورزي و منابع و بیوتکنولوژياتاصلاح نبات

انجام C-727و CM-88روي دو واریته طبیعی گرگان،
شناسی مرکز ایزوله قارچ آسکوکیتا از بخش بیماريگرفت. 

تحقیقات کشاورزي ورامین تهیه گردید.
اي شناسی هستهکشاورزي و زیستموسسهبذور نخود از 

واردات اتی برايبقرنطینه نکشور پاکستان با رعایت قوانین
طور رسمی دربهCM-88. واریته موتانت بذر انجام گرفت

در CM-88رقم به ثبت رسید. در کشور پاکستان 1994سال 
مقدار تشعشع با پرتو گاما با C-727اثر پرتوتابی رقم والدي 

ترین مهم).https://mvd.iaea.org(وجود آمدگري به 100
هاي موتانت، مقاومت به صفات بهبود یافته واریته

وم و عملکرد بالا بود ماري فوزاریآسکوکیتا، بی
)https://mvd.iaea.org .(

آزمایشروش 
(رقم حساس به شاهدرقم تکرار و یک سه آزمایش با 

در طرح کاملا تصادفی، اجرا گردید. ابتدا بیماري آسکوکیتا)

ي هادرون گلدانC-727و CM-88بذر رقم بیونیج (شاهد)، 
زدن، ماسه کشت شدند. یک هفته پس از جوانهحاوي جداگانه 
و درون شدنداندازه انتخاب هاي یکنواخت و همگیاهچه

مخلوط خاك: ماسه به يمتر حاوسانتی11با قطر يهاگلدان
گیاهچه سه به تعداد يمترسانتی5/2در عمق 3:1نسبت 

درجه 22-15ها در شرایط گلخانه در کشت گردید. این گلدان
نگهداري شدند تا به رشد دماي شب و روز) تناوب(گرادسانتی

کوبی برسند. همزمان با این عملیات از لازم جهت مایه
5/0به قطر یتک اسپور قارچ، قطعاتيهاکشتحاشیه
لیتر آب مقطر ریخته و میلی10يمتر جدا و در لوله حاوسانتی

از جدایه مذکور یزده شد تا سوسپانسیون غلیظهمخوب به
يهادست آید. سپس این سوسپانسیون را در سطح تشتکبه

یپخش نموده و آب اضافPDAمحیط کشت يحاويپتر
روز در شرایط دما و نور آزمایشگاه 12مدت و بهشدیآنرا خال

بریقرار داده شدند. پس از ظهور پیکنیدهاي قارچ به فراوان
نمودن ارچ با اضافهمحیط کشت، سوسپانسیون اسپور قيرو

آب مقطر سترون و مالش آرام سوزن سترون بر روي سطح 
محیط کشت تهیه شد. با استفاده از گلبول شمار مدرج، 

لیتر تهیه شد یاسپور در میل1×105سوسپانسیون با رقت 
طور روزه نخود با سوسپانسیون قارچ به14يهاسپس گیاهچه

ز سطح برگ با استفاده یکنواخت تا مرحله ریزش اولین قطره ا
هر گلدان مقدار يشدند. برایاسپورپاشیدستيهاياز اسپر

يهالیتر سوسپانسیون قارچ استفاده شد. قسمتمیلیپنج
ها در گلدانیپاشاستفاده شده، پس از اسپوريمختلف اسپر

درجه 18-22يدر دمایبا پوشش پلاستیکيامحفظه
شدند. يگهدارساعت نور طبیعی ن12-14سلسیوس و 

درصد تامین گردید. در 95-100در زیر محفظه یرطوبت نسب
برداشته شد و دما و رطوبت یروز سوم پوشش پلاستیک

.)16(در اختیار گیاه قرار داده شدیطبیع
یابیو توالیRNAاستخراج ،گیرينمونه

گیري از سه تکرار بیولوژیکی هر واریته، هفت روز نمونه
هاي اول گیاه نخود انجام گرفت.و از برگبعد از آلودگی 

ها در یک فویل آلومینیومی پیچیده گیري، برگبعد از نمونه
شده و بلافاصله به تانک حاوي ازت مایع منتقل گردید. سپس 

درجه 20منفیدر دمايRNAها تا زمان استخراج نمونه
جویی بردن دقت آزمایش و صرفهمنظور بالابهنگهداري شد.

شده و ها سه نمونه بیولوژیک هر واریته ادغامینهدر هز
با کیت استخراج از دو نمونه کل RNAاستخراج 

pBIOZOL کشور چین، شرکت)Hangzhou Bioer
Technology( و طبق دستورالعمل شرکت سازنده آن انجام

و یوجود شکستگتشخیص عدميبراگرفت. 
شده جاستخرايRNAازیمقدار یکسانRNAبودن،سالم

باRNA يهانمونه. درصد الکتروفورز شد5/1ژل آگارزيرو
وrRNA کیفیت بسیار خوب، دو یا بیش از دو باند واضح 

). 20دادند (ژل نشانيرا رویبدون شکستگ
BJIتوسط شرکت هاکیفیت و کمیت نمونهسپس

)/global/https://www.bgi.com(شده و توسط تأیید
bpطول، بهIllomina HighSeq 2500با همین شرکت 

RNAیابی شد و کتابخانه توالیpaired endصورت به،150
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rRNAdepleted RNAتهیه گردید (rRNAاز عاريکل، 
sequences library.(

RNA-Seqآنالیز
منظور حذف بازهاي که کیفیتها بهدادهکنترل کیفی 

.انجام شدFASTQC (V0.11.3)افزارنرمبادارند پایین
CLCافزارنرمازاستفادهباRNA-Seqهايدادهآنالیز

Genomics Workbenchگرفتانجام11نسخه .
ازکهرفرنسیژنومباشدهفیلتروشدهپیرایشهايتوالی
NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.govدادهپایگاه

/genome/?term=cicer+arietinum (بودشدهدانلود
.شدیابینقشه

CLCشدهتعریفپیشازتنظیماتباRNA-Seqآنالیز
. شدگذاريارزش3اضافهو،2حذف، ،3تطابق،عدمشامل
رفرنسبادرصد80خود،طولدرصد50درکههاییتوالی

. شدنداستفادهبردارينقشهسازيهمردیفدرشتندداتطابق
Kal'sبا آزمون کال (نتایجوآمدهدستبهبیانتفرقسپس

test (آوردندستبهمنظوربه. گرفتقرارآماريارزیابیمورد
دودرآنبهحساسیتیاوبیماريبهمقاومتژنتیکیعوامل

الگوي،C-727وCM-88ترتیببهوالديوموتانترقم
ابهايژنوشدبررسیC-727بهنسبتCM-88بیان

)LFC (Log2 fold changeنمودار .گردیدحذفدوازکمتر
Venn با استفاده از پایگاه آنلاین

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
رسم گردید.

بیان داشتند هایی که تفرقکدهاي شناسایی آنتالوژي ژن
UniProt (https://www.uniprot.org)با استفاده از 

دست آمد.به
آنالیز مسیر

در محیط command line ،genescfآنالیز مسیر با ابزار 
لینوکس یوبونتو انجام گرفت.

و بحثنتایج
ایجاد شد وfq (FastQ(فایل ترانسکریپتوم در فرمت

86و تقریباCM-88ریته میلیون خوانش براي وا97تقریبا 
paired endبه صورت C-727خوانش براي واریته میلیون 

GCمحتواي FastQCاساس نتایج آنالیز یابی شد. برتوالی
اساس بردست آمد. بهbp150هاو طول همه خوانش40برابر 

ترین شاخص در مهمکه Pheredشاخص ، FastQCنتایج 
بود که 40در سطح ی استیابهاي توالیبرآورد کیفیت داده

شده را ها کیفیت تعریفدرصد داده99از داد بیش نشان 
NCBIاز پایگاه داده یابی با ژنوم رفرنسی که ند. نقشهشتدا

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=cic
er+arietinum)82848250.دانلود شده بود انجام گرفت

با ژنوم C-727ش از خوان72346680و CM-88خوانش از 
درصد از کل 84و 85ترتیب یابی شدند که بهنقشهرفرنس 
داد.را تشکیل میC-727و CM-88هاي واریته خوانش

ترانسکریپتومیابیخام و نقشهيهایابی، کنترل کیفی دادهنتایج حاصل از توالی- 1جدول 
Table 1. The results of sequencing, the row data quality control and the mapping of the transcriptome

شدهیابیهاي نقشهدرصد خوانششدهیابیهاي نقشهخوانششدههاي فیلترخوانشهاتعداد خوانشنمونه
CM-8897468529974685298284825085
C-72786127000861270007234668084

183595529183595529155194930کل
9179776459179776457759746584,5انگینمی

RPKM (reads per kilobase permillion)شاخص از 
در مجموع استفاده شد. ها در دو واریته براي مقایسه بیان ژن

ژن در 1546ژن با بیان افتراقی مشخص شد که 3106

CM-88 نسبت بهC-727 ژن افزایش 1560کاهش بیان و
داشته و CM-88ن، اختصاص به رقم ژ445. ندبیان داشت

).1(شکلبیان گردیدC-727ژن اختصاصا در رقم 334

C-727و CM-88هاي افتراقی مشترك و اختصاصی دو واریته ژنبیان Vennنمودار-1شکل 
Figure 1. The Venn diagram of the common and specific differential genes expression of the two varieties, CM-88

and C-727
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کردن مسیرهاي زیستی فعال در نخود در براي مشخص
ژن که بیان 3106شرایط آلودگی به بیماري آسکوکیتا، 

KEGGبراي نخود در رفرنسی که133افتراقی داشتند با 
ژن در1285یابی شدند که از بین آنها موجود است، نقشه

ژن، 1285تند. از این قرار گرفKEGGمسیر زیستی 122
کاهش بیان داشته و C-727نسبت به CM-88ژن در 627
.ژن افزایش بیان داشتند607

که اسید نتایج تحقیقات دیاس و همکاران تایید کرد
زالیک اسید در گیاه کاکائو در گماده اصلی اآسکوربیک پیش

استMoniliophthora pernicosaقارچ شرایط آلودگی به 
از رشد پاتوژن بیوتروف H2O2الیک اسید با تولید اگز).6(

سازي و آلودگی در جلوگیري کرده و از پیشروي مراحل کلون
عمل می آورد. وسیله قارچ ممانعت بهگیاه به

ونگ و همکاران به این نتیجه رسیدند که آسکوربات و 
) در Ascorbate and aldarate metabolismآلدرات (

. )24(سکلروتینیایی در ذرت نقش دارند مقاومت به فوزاریوم ا
کاتاي و همکاران به اهمیت آسکوربیک اسید در مقاومت لوبیا 

ضمن پی برده و درUromyces phaseoliبه بیماري قارچی 
میزان مصرفپیشنهاد کردند که مقاومت به این بیماري به

1-methylascorbigenپیش تیمار تا زمان فاصله زمانیو به
ستگی دارد. اخیرا تحقیقات بسیاري پیشنهاد دادند که آلودگی ب

هاي که پروتئیناکسیژنازهاییاسید آسکوربیک در فعالیت 
ها را در گیاه تنظیم ل پرولین و هورمونیشامل هیدروکس

طور. همین)2(کندعنوان کوفاکتور عمل میکنند بهمی
کانکلین و بارت قبلا به این نتیجه رسیده بودند که اسید 

شدن اسید آبسیزیک، جیبرلین، اتیلن آسکوربیک در ساخته
).4(کندعنوان کوفاکتور عمل میبه

مسیر سنتز آلدرات و آسکورربات از مسیرهاي فعال در 
در تفرق بیان داشتندکهیژن10شرایط این آزمایش بود که 

ژن در بین این مجموعه ژنی،کردنداین مسیر شرکت 
LOC101502106 که پروتئینaldehyde

dehydrogenase family 3 member H1-like را رمز
نسبت به واریته CM-88کند بیان بسیار بالایی در رقم می

C-727با توجه به آنالیز دارد .KEGGبودن احتمال فعال
) در حین درگیري cam00053مسیر آلدرات و آسکوربات (

ارد.سیستم ایمنی و بیماري داخل گیاه وجود د
خود متفاوتی را در سلول بههايها نقشترکیبات گلیکان

مربوط شده هاي حفاظتهایی که در آنها ژنگیرند. موتانتمی
نشان دادند که در این ،اندیافتهها جهشگلیکانبه مسیر سنتز

گیريشکلها بیوسنتز سلولز متوقف شده و در موتانت
اختلال ایجاد شد ،یعلت عدم تاخوردگساختارهاي پروتئینی به

خی .)9(باعث حساسیت شدید به شوري گردیدکه این کمبود
روي کدو نشان داد که در و همکاران در آزمایش خود بر

ها در دیواره سلولی کدوهاي مقاوم به فوزاریوم تجمع گلیکان
در تحقیق حاضر )27(بسیار بیشتر از کدوهاي حساس است 

ها نشان وي تفرق بیان ژنو بررسی الگKEGGنتایج آنالیز 
که LOC101493707ژن CM-88داد که در رقم 

پروتئین،داردها نقش بیوسنتز گلیکاندر مسیر
UDP-N-acetylglucosamine transferase subunit

ALG14 homologسطح بیان بسیار بالایی وکندرا رمز می

)fold change است) نسبت به واریته 153برابرC-727دارد .
ها است که در ماده ضروري الیگوساکاریداین پروتئین پیش

). 11(ها و پایداري آنها نقش دارندتاخوردگی گلیکوپروتئین
و مقایسه میزان بیان آن در دو KEGGبراساس نتایج آنالیز 

ها در دیواره سلولی دارد، استنباط رقم و نقشی که گلیکان
نفوذ د دفاعی در برابرعنوان اولین سدیواره سلولی بهشود می

ایجاد مقاومت به بیماري ممکن است نقش مهمی درالیسیتور 
ه باشد.داشتC-727نسبت به CM-88آسکوکیتا در رقم 

ازبسیاريدرگیاهرشدبرايضروريمنبعیکنیتروژن
براينیتروژنزیاديمقدارزیرااست،روي زمینهايزیستگاه

21میاناز. استنیازموردئینپروتونوکلئیکاسیدهايتولید
بهنیتروژننسبتبالاتریندارايآرژنینزا،پروتئینآمینهاسید
که بهترین فرم ذخیره نیتروژن آلی است. تنها استکربن
در کلروپلاست و با کمک اورنیتین ،گیاهدرآرژنینسنتز مسیر

وضعیتبامطابقآرژنینسنتزسرعتپیشنهاد شده است.
پیش مادهیکآرژنینظاهرا،. استشدهتنظیمهتغذیکلی
مولکولیمکانیزماگرچهاست،) NO(نیتریکاکسیدبراي
در. روشن نشده استبالاترگیاهاندرآرژنینازNOتولید

استشدهمستندخوبیبههاآمینپلیبهآرژنینتبدیلمقابل،
عنوانبهتواندمیاورنیتیننیزگیاهیهايگونهازبرخیدرو

وNOدوهر. کندعملهاآمینپلیبرايمادهپیشیک
همچنینورشدفرایندهايتنظیمدرمهمینقشهاآمینپلی

. کنندمیبازيمحیطیزیستوزیستیاسترسبهپاسخ
براي سویکازآرژنینکاتابولیسمکهاستتصورقابلبنابراین

تقویتبراياستممکندیگرسويازذخیره نیتروژن،
. )26شود (استفادهاسترسبرابردردفاعورشدهايمکانیسم

برايگلوتاماتجایگزینعنوانبهآرژنیننقشاین برعلاه
پرولین مولکول .استمورد بحثهنوزپرولینبیوسنتز

شدت در آب حلال است و بنابراین با کوچکی است که به
. )25(باشد تواند حضور داشتهیتوزول میهاي بالا در سغلظت

، ROSزدایی این اسمولیت از طریق تنظیم فشار اسمزي، سم
حفظ سلامت دیواره سلولی و حفظ نسبت آنزیم به پروتئین به 

بر کند تا با شرایط استرس مقابله کند. علاوهگیاه کمک می
اکسیدانت در طی کننده فلزات و آنتیعنوان کلاتبه،اسمولیت

که محلول پاشی گیاه طوريکند بهمیواکنش دفاعی عمل 
با آن در غلظت پایین باعث افزایش مقاومت گیاه به استرس 

پرولین در تنظیم مرگ ،). در شرایط حمله بیماري5شود (می
(ریزيبرنامه ژن در این آزمایش ).17شده سلول نقش دارد 

101511406LOC پروتئین کهalcohol dehydrogenase-
like 4ریته در واکند را رمز میCM-88 بیان بالایی نسبت

در مسیر سنتز آرژنین و پرولین نقش و دارد C-727به واریته 
دارد.

transcription factorپروتئین LOC 101494292ژن 
TGA4-likeکند که با توجه به نتایج آنالیز مسیر را کد می

KEGG در مسیرPlant hormone signal transduction
بیان بسیار بالایی نسبت به CM-88هنقش دارد و در واریت

C-727.طور در آرابیدوپسیس تالیانا،در تنباکو و همیندارد
گلوکوزیل وS-transferaseگلوتاتیونهايژنازبسیاري

. )3،22(شوندمیالقاءH2O2وSA،2،4-D،JAباترانسفراز
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73............ ......................................................................................................................1399بهار/ 33پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال دوازدهم/ شماره 

در ریشه، .داردTGAدومکلاسبهنیازSAتوسطالقاء
TGA4کندکننده منفی این پاسخ عمل میعنوان تنظیمهب

القاي دفاع وابسته به سالسیلیک این فاکتور در بر علاوه.)10(

داردسازي دفاع وابسته به اتیلن و جاسمونیک اسید نقش فعال
)29(.

دارند.C-727بیان بیشتري نسبت بهCM-88هایی که در اطلاعات مهم ژن- 2جدول 
Table 2-  Main information of the genes which have more expression in CM-88 rather than C-727

ژن نام پروتئین KEGG pathway Fold change

LOC101494292 transcription factor TGA4-like Plant_hormone_signal_transduction 32
LOC101511406 alcohol dehydrogenase-like 4 Arginine_and_proline_metabolism 38
LOC101493707 UDP-N-acetylglucosamine transferase subunit

ALG14 homolog N-Glycan_biosynthesis 153

تشکر و قدردانی
توسط دکتر ترتیب،بهقارچ آسکوکیتا ایزولهبذر مورد نیاز و 

اي کشاورزي و شاه از موسسه هستهمحمود
Nuclear Institute for Agriculture andشناسی (زیست

Biology (NIAB) پاکستان و مهندس داریوش شهریاري (
از مرکز تحقیقات ورامین در اختیار تیم تحقیق قرار داده شد و 

کنم.در اینجا از مساعدت ایشان تشکر و قدردانی می
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Abstract
   Chickpea is involved in biotic and abiotic stresses during its growing period. Ascochyta blight is the
most significant fungal disease that causes main yield defection in chickpea. Breeding to obtain resistant
cultivars is the most important method for coping with Ascochyta blight. Evaluation of the pattern of gene
expression and identification of resistant genes using RNA-Seq technique provides valuable information
for breeders. In present research the transcriptome profile of a C-727 as sensitive variety and CM-88 as a
resistance variety were investigated. RNA extracted from the leaves of the plants under Ascochyta
infection. following by preparation of depleted RNA library from rRNA. Then, sequencing was
performed by illumina genome analyzer deep sequencing. An approximately 84653468 (C-727) and
97400784 (CM-88) raw reads were generated. In total, 3106 genes were determined by differential
expression. From 3106 genes in CM-88, 1546 genes showed the decrease in expression and 1560 genes
showed the increase in expression than C-727. After KEGG analysis, 1285 genes were recognized in 122
biological pathways. from 1285 genes, 627 and 607 genes were down and up regulated in CM-88. The
results of the KEGG analysis and the pattern of expression of the genes showed that the N-Glycan
biosynthesis pathway and the pathway for the synthesis of amino acid arginine and a transcription factor
that induced hormones related to defense signals was enriched with enhanced expression genes
consequently they may play a role in resistance to ascochyta in the varieties studied.

Keywords: Ascochyta blight, Chickpea, Glycans, KEGG, Proline, RNA-Seq
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