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تنش خشکینخود بومی ایرانی در واکنش بهتجزیه ترانسکریپتوم

،4احد یامچی، 4نژادخلیل زینلی،3، ماهاندر تودي2نژاد قمی، علی اصغر نصراله1کیوان مهدوي ماشکی
3راجیو کومار وارشنیو 5حسن سلطانلو

علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگاندانشگاه و دانشیار،ان، استادیاردانش آموخته مقطع دکتري-5و4، 1
)ali1346nn@yahoo.comل: وودانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان (نویسنده مساستادیار،-2

هندوستان، حیدرآباد،)ICRISATگیاهان زراعی براي نواحی گرمسیري نیمه خشک (یقاتتحقالمللی مرکز بینپژوهشگران-3
14/9/95تاریخ پذیرش: 10/8/95تاریخ دریافت: 

چکیده
Cicer arietinumنخود ( L.باشد، نقش ترین حبوبات از نظر تامین پروتئین براي تغذیه انسان می) علاوه بر اینکه یکی از مهم

شکی انتهاي فصل قرار مهمی در حاصلخیزي خاك دارد. این گیاه در نواحی خشک و نیمه خشک همچون ایران، در معرض تنش خ
خشکی ضروري است، هاي مولکولی تحمل بههاي القا شده در شرایط تنش خشکی نه تنها براي درك مکانیسمدارد. شناسایی ژن

بلکه در توسعه گیاهان متحمل اهمیت دارد. در تحقیق حاضر، الگوي ترانسکریپتوم نخود کابلی بومی ایرانی (رقم بیونیج) تحت 
) ICRISATخشک (گیاهان زراعی براي نواحی گرمسیري نیمهیقاتتحقالمللی بینمرحله اوایل گلدهی در مرکز شرایط خشکی در 

Illumina HiSeq2500هاي ریشه و اندام هوایی در شرایط شاهد و تنش از یابی ترانسکریپتوم نمونهمنظور توالیبررسی شد. به
و اندام هوایی شناسایی ترتیب در ریشهتنش خشکی بهن افتراقی در پاسخ بهژن با بیا507و 891استفاده شد. در مجموع تعداد 

صورت اختصاصی در ریشه، اندام هوایی و مشترك در هر دو اندام بیان ترتیب بهژن به131و 376، 760شدند. همچنین تعداد 
هاي بیان در ژنرسانی را پیامو ها كمحرواکنش بهتنش، شامل مربوط بهGOچندین گروه )، GOشدند. تجزیه ژن آنتولوژي (

شناسایی کرد. علاوه بر این، مسیرهاي متابولیکی مهم، نظیر بیوسنتز اسید آبسزیک و تنش خشکی شده افتراقی در پاسخ به
از طریق تجزیه ها هاي انرژي و کربوهیدارتپروپانوئیدها و متابولیسمهاي ثانویه مثل فلاوونوئیدها و فنیلپرولین، بیوسنتز متابولیت

نسبت به اندام هوایی ها و مسیرهاي بیشتري در ریشههاي این تحقیق نشان داد که ژنشناسایی شدند. یافتهKEGGمسیر 
خشکی دهنده بهواکنشهايعنوان عوامل رونویسی در ارتباط با ژنهایی که بهدرگیر بودند. چندین ژن بیان شده افتراقی بویژه آن

توان در تحقیقات آتی و براي بهبود ارقام متحمل به خشکی استفاده کرد.عمل کردند را می

، مسیرهاي متابولیکی، عوامل رونویسیRNA-Seqکلیدي: نخود، خشکی، هايواژه

مقدمه
Cicer arietinum)ترین حبوبات نخود یکی از مهم L.)

میلیون هکتار و تولید 8/14است که داراي سطح زیر کشت 
باشد. کشورهاي هند، ن تن در سرتاسر دنیا میمیلیو2/14

استرالیا، پاکستان، میانمار، اتیوپی، ترکیه و ایران بزرگترین 
). این گیاه منبع 9روند (تولیدکنندگان نخود در دنیا بشمار می

درصد) است و بدلیل داشتن 25-20غنی از پروتئین (
در هاي مهم، نقش پررنگی اسیدهاي آمینه ضروري و ویتامین

تغذیه انسان دارد. توانایی تثبیت نیتروژن توسط ریشه نخود 
گردد. تعداد کم باعث باروري و حاصلخیزي خاك می

)، اندازه ژنوم نسبتاً کوچک x2=n2=16کروموزوم (
)Mb740 خودگشن بودن و چرخه تکثیر نسبتاً کوتاه، نخود ،(

را به گیاهی مناسب براي مطالعات ژنتیکی تبدیل کرده است 
). دو نوع مهم از نخود بر اساس اندازه، شکل و 19،33(

رنگ دانه شناسایی شده است. نوع دسی داراي اندازه دانه 
باشد و نوع دار و پوشش تیره مینسبتاً کوچکتر، شکل زاویه

تر و رنگ روشن کابلی داراي اندازه دانه بزرگتر، شکل منظم
مقایسه با نوع است و بدلیل ارزش غذایی و اقتصادي بالاتر در 

).37گیرد (دسی، بیشتر مورد کشت و کار قرار می
غیرزیستی نظیر خشکی، شوري و گرما وهايتنش

زدگی هاي زیستی همچون پوسیدگی فوزاریومی و برقتنش
نخود سفید از عوامل محدودکننده رشد و نمو نخود هستند. 

درصد کشت و کار این گیاه در مناطق خشک و 90بیش از 

شود که در معرض ورت دیم انجام مینیمه خشک و بص
خشکی انتهایی هستند و بطور متوسط کاهش عملکرد

).2،21درصد را بدنبال دارد (40- 50
هاي سطح طی تنش خشکی، ابتدا تنش توسط گیرنده

درون سلول، پیام تنش غشا درك شده و پس از انتقال پیام به
هاي فعال نوسیتول، گونهاز طریق یون کلسیم، فسفاتاز ای

) و اسید cAMP، نوکلئوتیدهاي حلقوي ROS(1)اکسیژن (
یابد. آخرین بخش درون هسته انتقال می) بهABAآبسزیک (

انتقال پیام توسط القا شدن یا غیرفعال شدن عوامل رونویسی 
)TF(2گیرد و بدنبال آن چندین ژن درگیر در تنش صورت می

در پروموتور cis-elementحی از طریق اتصال اختصاصی نوا
همانند بسیاري .)38،1،4شوند (با عوامل رونویسی، تنظیم می

از گیاهان، مرحله گلدهی در نخود بیشترین حساسیت را به 
ها و ) و در نتیجه مطالعه ژن39دهد (تنش خشکی نشان می

هاي درگیر در این مرحله از اهمیت بالایی براي شبکه
کند.م تحمل به خشکی ایفا میشناسایی و درك مکانیس

هاي گذشته، مطالعه ترانسکریپتوم نخود با طی سال
آغاز شده است 3یابی سنگر و ریزآرایههایی نظیر توالیروش

یابی نسل جدید هاي توالی) و با ظهور روش23،26،18،8،35(
)NGS(4ارزیابی بهتر و در دسترس بودن ژنوم مرجع، امکان

هاي هاي مولکولی درگیر در تحمل به تنشیسمتر مکانو دقیق
اخیراً در چندین گزارش از غیرزیستی فراهم شده است. 

هاي منظور ارزیابی پاسخ به تنشبهRNA-Seqتکنولوژي 
1- Reactive oxygen species 2- Transcription factors 3- Microarray 4- Next generation sequencing

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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ها و غیرزیستی روي نخود دسی استفاده شده است و شبکه
اند. نخستین گزارش مسیرهاي درگیر مورد بررسی قرار گرفته

RNA-Seq نخود بدون استفاده از ژنوم مرجع انجام شد روي
). در تحقیقی دیگر، آنالیز ترانسکریپتوم منجر به شناسایی 17(

هاي خشکی، شوري و سرما در ژن در پاسخ به تنش11640
هاي ). در مقایسه ژنوتیپ14شد (ICC4958نخود متحمل 

ژن 4954متحمل و حساس نیز در پاسخ به تنش خشکی 
تجزیه ترانسکریپتوم در ).15یی شد (افتراقی شناسا

هاي متحمل که کمتر مورد مطالعه قرار گرفتند در ژنوتیپ
هاي پیچیده تحملهاي جدید و درك مکانیسمشناسایی ژن

رو در تحقیق به خشکی کمک شایانی خواهد کرد. از این
منظور مطالعه ترانسکریپتوم حاضر از رقم متحمل نخود به

در پاسخ به تنش خشکی در مرحله آغاز ریشه و اندام هوایی 
گلدهی استفاده شد.

هامواد و روش
مواد گیاهی و اعمال تیمار خشکی

در این تحقیق از نخود کابلی رقم بیونیج که در بیشتر 
عنوان رقم بومی مناطق غرب ایران بخصوص کرمانشاه به

شود، استفاده شد. در مطالعات قبلی از بیونیج کار میوکشت
). 27،22،12است (عنوان رقم متحمل به خشکی یاد شده هب

گیاهان یقاتتحقالمللی تمامی مراحل آزمایش در مرکز بین
، ICRISAT(1زراعی براي نواحی گرمسیري نیمه خشک (

انجام شد. تعداد دو بذر در 1394حیدرآباد، هندوستان، در سال
شت متر کسانتی25متر و قطر سانتی21عمق هایی بهگلدان

شدند. تعداد پنج تکرار از هر یک از تیمارهاي شاهد و خشکی 
24- 28و حداکثر 12- 22اي با دماي حداقل در گلخانه شیشه

درصد قرار داده شدند. بعد 30-70درجه سلسیوس و رطوبت 
زنی تنها یک گیاه سالم در هر گلدان از هشت روز از جوانه
شد و اعمال تنش ها با آب مقطر انجامحفظ شد. آبیاري گلدان

ماه پس از کشت که همزمان با شروع مرحله خشکی یک
هاي شاهد و زایشی بود آغاز گردید. در این زمان کلیه گلدان

در حالت آنساعت پس از24صورت کامل غرقاب و تیمار به
برداري شدند. سپس آبیاري یادداشتظرفیت زراعی توزین و

که گیاهان شاهد الیگیاهان تحت تیمار خشکی قطع شد، در ح
بصورت نرمال آبیاري شدند تا ظرفیت زراعی حفظ شود. پس 
از دو هفته از آغاز خشکی، زمانی که مقدار رطوبت خاك براي 

درصد ظرفیت زراعی رسید، 20گیاهان تحت تیمار به 
هاي هوایی و ریشه بصورت جداگانه انجام گیري از اندامنمونه

اهان شاهد با شستشوي خاك و گیري از ریشه در گیشد. نمونه
که براي گیاهان در ها انجام شد، در حالیخارج کردن ریشه

ها پس تیمار خشکی، خاك اطراف ریشه با احتیاط خرد و ریشه
ها از خارج شدن توسط الکل شستشو داده شدند. نمونه

بلافاصله پس از برداشت در ازت مایع منجمد و در فریزر منفی 
نگهداري شدند.RNAزمان استخراج درجه سلسیوس تا 80

یابیو توالیcDNA، ساخت کتابخانه RNAاستخراج 
هاي ریشه و تعداد سه تکرار بیولوژیک از هر یک از نمونه

RNAاندام هوایی در شرایط شاهد و خشکی براي استخراج 
®NucleoSpinکل توسط RNAاستفاده شد. استخراج 

RNA Plant kit)MACHEREY-NAGEL GmbH &
Co. KG, Germany, ) طبق دستورالعمل شرکت 2013

استخراجی با RNAکمیت و کیفیت سازنده انجام شد. 
سنجیده شد و 2100Agilentو بیوآنالایزور 8000نانودراپ 

از میان سه تکرار بیولوژیک RIN≥8(2بهترین کیفیت (
و cDNA(در مجموع چهار نمونه) براي ساخت کتابخانه 

با استفاده cDNAی استفاده گردید. ساخت کتابخانه یابتوالی
در Illumina TrueSeq RNA Sample Prep kitاز 

، ICRISATدر مجموعه CEG3آزمایشگاه گروه 
125از قطعات طرفهیابی دوو توالیcBotتوسط 4بنديخوشه

انجام شد. Illumina HiSeq2500جفت بازي با دستگاه 
ز ژنوم مرجع، تجزیه بیان ژن و یابی با استفاده انقشه

هاي افتراقیشناسایی ژن
افزارهاي یابی توسط نرمهاي خام توالیکنترل کیفیت داده

FastQC) وv0.3 (Raspberryانجام شد و طی آن
کیفیت حذف شدند. براي هاي بیآداپتورها، آغازگرها و توالی

ي ژنوم داراي کیفیت بالا رو5هايها، خوانشتمامی نمونه
عنوان ژنوم مرجع نخود کابلی بهCDC Frontierژنوتیپ

شدند و 6یابینقشهv2.0.0 (TopHatافزار () توسط نرم34(
v2.0.2 (Cufflinksافزارهاي (سپس ترانسکریپتوم توسط نرم

هاي جدید توسط شدند. نقش ژن7بنديسرهمCuffmergeو 
کمک و بهNR (NCBI non-redundantپایگاه داده (

هاي داراي . شناسایی ژنندبینی شدپیشBLASTpافزار نرم
Cuffdiffافزار ها با استفاده از نرمبیان افتراقی بین نمونه

، FPKM8انجام شد. بدین منظور پس از محاسبه شاخص
ها در از نسبت این شاخص براي تک تک ژنlog2مقدار 
رگتر یا هاي مورد مقایسه بدست آمد و مواردي که بزنمونه

Pمساوي دو و داراي  value≤0.05عنوان معیار بودند به
هاي افتراقی لحاظ شدند. داري ژنمعنی

9KEGG)Geneسازي ژن آنتولوژي و مسیر تجزیه غنی

ontology and KEGG pathway enrichment analysis(
، 10ها بر اساس نقش مولکولیبندي ژنمنظور گروهبه

هاي هاي ژنGO، لیست 12د بیولوژیکیو فراین11جزء سلولی
تجزیه شدند. بدلیل شباهت ژنوم AgriGOافتراقی توسط 

Medicago truncatulaنخود با گیاه مدل  (v4.0) از این
عنوان گونه و ژنوم مرجع استفاده شد. جهت آزمون گیاه به

و روش تعدیل hypergeometricداري از روش آماري معنی
دار پنج استفاده شد. در سطح معنیYekutieliچند آزمونه 
با استفاده از آزمون KEGGسازي مسیر تجزیه غنی

hypergeometricافزار در نرمR.مسیرهاي انجام شد
انتخاب شدند.≥05/0FDRدار از طریق حد آستانه معنی

qRT-PCRبه کمک RNA-Seqتایید نتایج 

از )1ل ، چهار ژن (جدوRNA-Seqهاي جهت تایید داده
افزار هاي افتراقی انتخاب و آغازگرها توسط نرممیان ژن

)v3.0 (Primer Express طراحی شدند. ساختcDNA
®SuperScriptتوسط  III First-Strand synthesis kit

توسط نانودراپ ارزیابی cDNAانجام شد و کمیت و کیفیت 
GAPDHدار هاي ساخته شده توسط ژن خانهcDNAشدند. 

Appliedتوسط دستگاه qRT-PCRمال و تجزیه نر

1- International crops research institute for the semi-arid tropics 2- RNA integrity number 3- Center of excellence in genomics
4- Clustering 5- Reads 6- Mapping 7- Assembly 8- Fragments per kilobase of ranscript per
9- Kyoto encyclopedia of genes and genomes 10- Molecular function 11- Cellular component 12- Biological process
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Biosystems نیکی و رنگ سایبرگرین در دو تکرار تک7500
و همبستگی نتایج ΔΔct−2روش ها باانجام شد. تجزیه داده

qRT-PCR وRNA-Seqافزار توسط نرمR.محاسبه شد

نتایج و بحث
یابییابی ترانسکریپتوم و نقشهتوالی

در تحقیق حاضر، پاسخ به خشکی در نخود متحمل بیونیج 
یابی مطالعه شد. نتایج توالیRNA-Seqک با تکنی

Illuminaارائه شده 2یابی در جدول، کنترل کیفیت و نقشه
میلیون خوانش از چهار نمونه 342است. در مجموع بیش از 

میلیون بدست آمد. بیشترین و کمترین 85با متوسط 

هاي اندام هوایی و ریشه ها به ترتیب مربوط به نمونهخوانش
میلیون خوانش بود. پس 71میلیون و 94ایط خشکی با در شر

کیفیت در مجموع بیش هاي بیاز فیلتر کردن و حذف خوانش
میلیون 302میلیون خوانش تولید شد که از این مقدار 316از 

یابی یابی شدند. بیشترین نرخ نقشهروي ژنوم مرجع نقشه
) و ددرص96مربوط به نمونه اندام هوایی در شرایط شاهد (

درصد بدست آمد.45/95نرخ متوسط آن 

هاي بیانی افتراقیشناسایی ژن
هاي ریشه هاي بیانی افتراقی، نمونهمنظور شناسایی ژنبه

و اندام هوایی بصورت جداگانه در شرایط شاهد و تنش خشکی 
مورد مقایسه قرار گرفتند. نتایج Cuffdiffافزار توسط نرم

هاي بیشتري به به خشکی تعداد ژننشان داد که در پاسخ
صورت افتراقی در ریشه نسبت به اندام هوایی بیان شدند. از 

ژن افزایش 351ژن افتراقی که در ریشه بیان شدند 891
ژن در پاسخ به خشکی کاهش بیان نشان دادند. 540بیان و 

ژن افتراقی در پاسخ به خشکی 507در اندام هوایی، تعداد 
ژن 157ژن کاهش و بیان 350ه بیان شناسایی شدند ک

ژن 851هاي افتراقی در ریشه، افزایش یافت. از میان ژن
ژن به بیش از یک جایگاه در ژنوم 40بصورت اختصاصی و 

ژن افتراقی 24یابی شدند. در اندام هوایی نیز مرجع نقشه
) در ژنوم مرجع Caداراي بیش از یک شناسه ژن (با پیشوند 

Cuffmergeو Cufflinksافزارهاي اده از نرمبودند. با استف
ژن افتراقی در 891هاي جدید شناسایی شدند، بطوریکه از ژن

ژن 46ژن افتراقی در اندام هوایی 507ژن و از 80ریشه 
هاي ) جدید بودند. کارکردهاي این ژنXLOC(با پیشوند 

NCBI non-redundant (NR)توسط پایگاه داده جدید
ها ناشناخته باقی ماند. از ، اگر چه بخشی از آنجستجو شد

هاي افتراقی مشترك براي شناسایی تعداد ژنVennنمودار 
هاي ). از کل ژن1بین ریشه و اندام هوایی استفاده شد (شکل 

471ژن داراي افزایش بیان و 289ژن (760افتراقی، تعداد 
ن ژ376اختصاصی در ریشه، ژن داراي کاهش بیان) بصورت

ژن داراي کاهش بیان) 277ژن داراي افزایش بیان و 99(
ژن بصورت مشترك 131بصورت اختصاصی در اندام هوایی و 

54مشترك، تعداد ژن131بین هر دو اندام بیان شدند. از بین 
ژن در ریشه و 66ژن در ریشه و اندام هوایی افزایش بیان، 

که بیان  هفت اندام هوایی کاهش بیان نشان دادند. جالب آن
ژن در ریشه افزایش و در اندام هوایی کاهش و متقابلاً بیان 
چهار ژن در ریشه کاهش و در اندام هوایی افزایش یافت. 

آبی را در عنوان نخستین اندامی که خشکی و کمریشه به
کند از اهمیت بالایی در تحمل به خشکی خاك درك می

ام دسی نخود نیز، برخوردار است. در مطالعات گذشته روي ارق
هاي افتراقی بیشتري در ریشه نسبت به برگ و اندام تعداد ژن

).35،14هوایی در پاسخ به تنش خشکی گزارش شد (

qRT-PCRلیست و توالی آغازگرهاي استفاده شده براي - 1جدول 
Table 1. List and sequence of primers used for qRT-PCR

توالی آغازگر شناسه ژن
5’- TCAGGTGCACATCTCAATCC -3’ مستقیم

Ca_04355
5’- TTGCAAAAGCTTGACCAATG -3’ معکوس

5’- GAATCACAAATGGGAGCAGCA -3’ مستقیم
Ca_04358

5’- CTTCACAAGGCTTTGCAACAA -3’ معکوس
5’- CACCGACTCATGATGGAT -3’ مستقیم

Ca_04370
5’- TCATCTTCACGCCCTCTT -3’ معکوس

5’- AATGCTTTCAAGGCCAAA -3’ مستقیم
Ca_04561

5’- CAACCTGTTTCCACGCAA -3’ معکوس

یابییابی، کنترل کیفیت و نقشهنتایج حاصل از توالی- 2جدول 
Table 2. Results of sequencing, quality control and mapping

یابینرخ نقشه
(درصد)

یابی شده هاي نقشهخوانش
(میلیون)

هاي فیلتر شده خوانش
(میلیون) ها (میلیون)تعداد خوانش نمونه

4/95 263790/80 139208/84 293742/91 شاهد-ریشه
3/95 330795/63 427660/66 897392/71 خشکی-ریشه
0/96 724423/75 918936/78 473708/84 شاهد-اندام هوایی
1/95 051032/83 304562/87 898074/94 خشکی-اندام هوایی

370040/302 790366/316 2562916/342 کل
45/95 592510/75 197592/79 640729/85 متوسط
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4......... .....................................................................................................................................نخود بومی ایرانی در واکنش به تنش خشکیتجزیه ترانسکریپتوم

هاي افتراقی اختصاصی و مشترك در ریشه و اندام هوایی در پاسخ به تنش خشکیتعداد ژن-1شکل 
Figure 1. Number of specific and common differentially genes in root and shoot in response to drought stress

هاي بیانی افتراقیتجزیه ژن آنتولوژي ژن
بندي کارکردي منظور درك گروه) بهGOژن آنتولوژي (

507و 891رود. هاي بیان شده به شکل افتراقی بکار میژن
ب در ریشه و اندام هوایی براي ژن با بیان افتراقی به ترتی

). 2سازي ژن آنتولوژي بکار رفتند (شکل تجزیه غنی
هاي افتراقی بر اساس جزء سلولی نشان داد که بندي ژنگروه

و با بیشترین 2و ناحیه سلولی1هاي سلولدر هر دو اندام گروه
اند. هر چند در اندام هوایی بر خلاف ها غنی شدهتعداد از ژن
هاي کاهش بیان یافته در پاسخ به خشکی د ژنریشه درص

هاي افزایش بیان یافته بود. در سطح نقش بیشتر از ژن
شترین بی4و اتصال3کنندههاي فعالیت کاتالیزمولکولی، گروه

هاي تعداد ژن را در هر دو اندام به خود اختصاص دادند. گروه
فعالیت و 6دهنده، فعالیت انتقال5کننده رونویسیفعالیت تنظیم

در ریشه، داراي درصد نسبتاً برابري از 7انتقال الکترون
که در اندامهاي افزایش و کاهش بیانی بودند، در حالیژن

، فعالیت8کننده آنزیمیهاي فعالیت تنظیمگروههوایی،
هاي کاهش دهنده و فعالیت انتقال الکترون تنها با ژنانتقال
دام هوایی، گروه فعالیت یافته غنی شدند. در  ریشه و انبیان
درگیر بود، اما در ریشه نسبت به اندام هوایی 9اکسیدانیآنتی

هاي فعال یافته بیشتر بود. گونههاي افزایش بیانتعداد ژن
شوند و ها تولید می) طی شرایط تنش در سلولROSاکسیژن (

ها هستند. فعالیت داراي اثرات زیانباري روي ماکرومولکول
اکسیدانی نظیر کاتالاز، سوپراکسید دیسموتاز و تیهاي آنآنزیم

زدایی این ترکیبات دارا هستند پراکسیداز نقش مهمی در سم
)32.(

هاي پاسخ دهنده به خشکی بر اساس بندي ژندر طبقه
گروه در 14گروه از ژن ها در ریشه و 16فرایند بیولوژیکی 

. دو گروه فرایند داري درگیر بودنداندام هوایی به شکل معنی
در ریشه و اندام هوایی بالاترین 11و فرایند سلولی10متابولیکی
خود اختصاص دادند. سه گروه هاي افتراقی را بهدرصد ژن

، فرایند 12رسانیمهم در فرایندهاي بیولوژیکی، شامل پیام
هاي درگیر عنوان گروهبه13هارسانی و واکنش به محركپیام

داري یستی در هر دو اندام بصورت معنیزهاي غیردر تنش
غنی شدند، اما در ریشه نسبت به اندام هوایی درصد بالاتري 

99/5هاي افزایش بیان یافته درگیر بودند. در ریشه بیان از ژن
رسانی در پاسخ به هاي افتراقی در گروه پیامدرصد از ژن

85/4که در اندام هوایی بیان خشکی افزایش  یافتند، در حالی
یند آهاي افتراقی افزایش یافت. در گروه فردرصد از ژن

هایی که داراي افزایش بیان رسانی در ریشه تعداد ژنپیام

هایی که کاهش بیان داشتند، بیشتر بودند نسبت به تعداد ژن
هاي هاي مربوط به تنشاي از ژندرگیر بودند. بخش عمده

ها قرار ركغیرزیستی در گروه ژن آنتولوژي واکنش به مح
هاي گیرند و نتایج مطالعه حاضر نیز نشان داد که ژنمی

دهنده به خشکی در ریشه و اندام هوایی رقم افتراقی پاسخ
اند، اما درصد متحمل بیونیج به خوبی این گروه را غنی کرده

یافته در دو اندام عکس کاهش بیانهاي افزایش وژن
ام ریشه در القاي یکدیگر بود که دلالت بر نقش بیشتر اند

تحمل به خشکی دارد. در ریشه و در گروه واکنش به 
هاي افتراقی به درصد از ژن4/11درصد و 75/14ها محرك

که در اندام ترتیب افزایش و کاهش بیان نشان دادند، در حالی
درصد 76/10ها  افزایش و درصد از ژن83/5هوایی بیان

در برابر آسیبهشهاي کاکاهش یافت. یکی از مکانیسم
عنوان مثال  باشد. بهتر مرحله زایشی میخشکی تکمیل سریع

هاي نمو گل و تسریع روند مربوط به ژن14گروه زایشی
نتایج این مطالعه نشان داد که این )، که 10باشد (زایشی می

هاي افزایش بیان یافته  و در اندام هوایی گروه در ریشه با ژن
توان اند. در نتیجه، مییافته غنی شدهانهاي کاهش بیبا ژن

هاي هاي زایشی رقم بیونیج بدلیل ژنعنوان کرد موفقیت
درگیر در ریشه است. بطورکلی، تجزیه ژن آنتولوژي در این 
تحقیق تا حدود زیادي در توافق با نتایج مطالعات 

).17،15باشد (ترانسکریپتوم نخود دسی در شرایط خشکی می
کننده کلیدي هستند هاي تنظیمویسی، پروتئینعوامل رون

دست را کنترل کنند. این توانند بیان چندین ژن پائینکه می
هاي عنوان حدواسط در واکنشها نقش مرکزي مهمی بهژن

). بدلیل اهمیت 16،20کنند (میمربوط به تنش در گیاهان ایفا 
اي هعوامل رونویسی در فرایندهاي حیاتی گیاه، از میان ژن

ها، عوامل رونویسی استخراج شدند. گروه واکنش به محرك
ارائه شده است.3اسامی این عوامل رونویسی در جدول 

کنترل و تنظیم بیان چندین ژن مربوط به تنش موجب شده 
است تا عوامل رونویسی کاندیدهاي مناسبی براي مهندسی 

هاي ژنتیک و اصلاح گیاهان متحمل به تنش باشند. پیشرفت
منظور بهبود گیاهان ها بهخیر در زمینه استفاده از این ژنا

). 36هاي غیرزیستی گزارش شده است (مختلف در برابر تنش
از نخود CarNAC4و CIPK25جداسازي عوامل رونویسی 

ها به ترتیب به گیاهان توتون و آرابیدوپسیس و انتقال آن
ست آبی و شوري شده اهاي کمموجب افزایش تحمل به تنش

)25،40.(

1- Cell 2- Cell part 3- Catalytic activity 4- Binding 5- Transcription regulator activity 6-
Transporter activity 7- Electron carrier activity 8- Enzyme regulator activity 9- Antioxidant activity
10- Metabolic process 11- Cellular process 12- Signaling 13- Response to stimulus
14- Reproduction [
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 َای افسایش ي کاَش بیان یافتٍ در شرایط خشکی در ریشٍ ي اودام ًَایی مقایسٍ شن آوتًلًشی برای شن -2شکل 
Figure  . Comparison the gene ontology of up and down-regulated genes in root and shoot in response to drought 

stress 

 
  اود کٍ بٍ عىًان عًامل ريوًیسی در پاسخ بٍ تىش خشکی افسایش بیان یافتٍ َا ياکىش بٍ محرکگريٌ زیرَای مربًط بٍ  شن -9جديل 

 (َای جدید است بیاوگر شن XLOCپیشًود )             
Table  . List of genes associated with the sub-category of “response to stimulus” which were up-regulated as 
                transcription factors under drought stress (XLOC prefix refers to the novel genes)  

 شىاسٍ شن جایگاٌ بافت عامل ريوًیسی
ARF ٍ6کريمًزيم  ریش  Ca_      

MIKC ٍ6کريمًزيم  ریش  XLOC_       

M-type ٍ2کريمًزيم  ریش  Ca_      

MYB_related ٍ2کريمًزيم  ریش  Ca_      

Dof ٍ4کريمًزيم  ریش  Ca_      

bZIP ٍ4کريمًزيم  ریش  XLOC_       

MYB_related ٍ5کريمًزيم  ریش  Ca_      

ARF ٍ5کريمًزيم  ریش  Ca_      

M-type 6کريمًزيم  اودام ًَایی  Ca_      

NAC 5کريمًزيم  اودام ًَایی  XLOC_       

NF-YA 5کريمًزيم  اودام ًَایی  Ca_      

MYB 5کريمًزيم  اودام ًَایی  Ca_      

 
 KEGGسازی مسیر  تجسیه غنی

مىظًر مقایسٍ مسیرَای متابًلیکی درگیر در ریشٍ ي بٍ   
با  KEGGاودام ًَایی در شرایط خشکی، تجسیٍ مسیر 

َای  (. شن9َای بیاوی افتراقی اوجام شد )شکل  استفادٌ از شن
َا، اورشی، لیپیدَا،  مربًط بٍ متابًلیسم ي بیًسىتس کربًَیدارت

َای ثاوًیٍ  َا، اسیدَای آمیىٍ ي متابًلیت کًفاکتًر ي يیتامیه
داری در ریشٍ ي اودام ًَایی درگیر بًدود کٍ وشان  بطًر معىی

دَىدٌ اَمیت ایه مسیرَا در شرایط خشکی است. َمچىیه 
ر ایه مسیرَا برای ریشٍ ي اودام َای متفايت درگیر د تعداد شن

ًَایی، بیاوگر تاثیر وًع اودام گیاَی در پاسخ بٍ تىش خشکی 
مىظًر کسب اطلاعات بیشتر، چىدیه مسیر متابًلیکی است. بٍ

مُم درگیر در خشکی را با تاکید بر وتایج حاصل از ایه 
 کىیم. تحقیق بررسی می
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 8......... ..................................................................................................................................... س ٍاکٌص بِ تٌص خطکیًخَد بَهی ایشاًی د تجضیِ تشاًسکشیپتَم

ایي هسیش هتؼلق بِ هتابَلیسن  هسیش بیَسٌتض اسیذ آبسضیک>
باضذ ٍ هٌجش بِ سٌتض َّسهَى اسیذ  تشپٌَئیذّا ٍ پلیکتیذّا هی

 ّای گیاّی ضاهل اسیذ آبسضیک،  ضَد. َّسهَى آبسضیک هی

 

 دس سیطِ ٍ اًذام َّایی دس پاسخ بِ تٌص خطکی KEGGساصی هسیشّای هتابَلیکی غٌی تجضیِهقایسِ  -5ضکل 
Figure  . Comparison of KEGG metabolic pathway enrichment analysis in root and shoot in response to drought 

stress 

اکسیي، سیتَکیٌیي، جیبشلیي، اتیلي، اسیذ جاسوًَیک ٍ اسیذ 
ّای حیاتی دس سضذ ٍ ًوَ گیاّی ٍ پاسخ بِ  سالیسیلیک ًقص

کٌٌذ. اسیذ آبسضیک  ّای صیستی ٍ غیشصیستی ایفا هی تٌص
(ABAیکی اص هْوتشیي َّسهَى )  ّای گیاّی است ٍ دس

ّای سضذ ٍ ًوَ گیاّی ًظیش بلَؽ جٌیي،  بسیاسی اص جٌبِ
صًی صٍدٌّگام، خَاب بزس، تٌظین باص ٍ بستِ  جلَگیشی اص جَاًِ

ّای هشبَط بِ تٌص ٍ تٌظین  ساصی طى ّا ٍ فؼال ضذى سٍصًِ
(. دس تحقیق حاضش، بیاى طى با 53،53اسوضی ًقص داسد )

ػٌَاى ػاهل سًٍَیسی اص خاًَادُ )بِ (     _Caضٌاسِ 
FAR  کِ دس القای طى سٌتضکٌٌذُ آًضین )zeta-carotene 

desaturase (ZDS)   ًقص داسد، دس پاسخ بِ خطکی دس اًذام
دس هسیش بیَسٌتض کاسٍتٌَئیذ  ZDSَّایی افضایص یافت. آًضین 

ضاسش ضَد. چٌذیي گ هٌجش بِ تبذیل کاسٍتي بِ لیکَپي هی
ّای هسیش  ّای داسای ًقص دس طى ًطاى دادًذ کِ هَتاًت

ّای هحیطی ّستٌذ  ، حساس بِ تٌصABAبیَسٌتض َّسهَى 
(35،46.)

تشیي هسیشّای هتابَلیسوی یکی اص هْن هسیش بیَسٌتض پشٍلیي>
اسیذّای آهیٌِ، هتابَلیسن آسطًیي ٍ پشٍلیي است کِ دس ًْایت 

کٌٌذُ  ػٌَاى تٌظینلیي بِضَد. پشٍ هٌجش بِ سٌتض پشٍلیي هی
ّا ٍ  کٌذ، دس تثبیت ٍ هحافظت هاکشٍهَلکَل اسوضی ػول هی

ػٌَاى یک رخیشُ کشبي ٍ ّا ًقص داسد ٍ ّوچٌیي بِ آًضین
(. دس 9،5ضَد ) آبی استفادُ هی ّای کن ًیتشٍطى دس طی دٍسُ

ٍ       _Caهسیش بیَسٌتض پشٍلیي، بیاى دٍ طى با ضٌاسِ 
Ca_      کیٌاص ٍ دّیذسٍطًاص -7ّای  ٌذُ آًضینکٌ کِ القا

ّستٌذ دس اًذام سیطِ ٍ اًذام َّایی دس پاسخ بِ تٌص خطکی 
دس       _Caافضایص یافت. دس ضوي بیاى طى با ضٌاسِ 

 اًذام َّایی کاّص یافت.
ّای ثاًَیِ> فلاًٍٍَئیذّا ٍ فٌیل پشٍپاًَئیذّا  بیَسٌتض هتابَلیت

-ثاًَیِ ّستٌذ کِ اکثشاً بِ ّای تشیي هتابَلیتاص جولِ هْن
ّای هتٌَع  اکسیذاى اص گیاّاى دس بشابش تٌص ػٌَاى آًتی

(. دس ایي هطالؼِ :4کٌٌذ ) صیستی هحافظت هی صیستی ٍ غیش
چٌذیي طى افتشاقی هشبَط بِ هسیش بیَستٌض فٌیل پشٍپاًَئیذّا 

کِ دس هسیش  دس سیطِ ٍ اًذام َّایی دسگیش بَدًذ، دس حالی
ّای افتشاقی هشبَط بِ اًذام َّایی ًقص  تٌْا طى فلاًٍٍَئیذّا،

ػٌَاى ػاهل )بِ      _Caداضتٌذ. بیاى طى با ضٌاسِ 
 ( دس هسیش بیَسٌتضARFسًٍَیسی اص خاًَادُ 

  فلاًٍٍَئیذّا دس اًذام َّایی دس پاسخ بِ تٌص

 بیاى طى کذکٌٌذُ آًضین خطکی افضایص یافت. ایي طى
shikimate O-hydroxycinnamoyl transferase  سا القا

 کٌذ. هی
طی ضشایط خطکی، طیفی اص  هتابَلیسن ًطاستِ ٍ ساکاسص>

ّای آلی کَچک، ًظیش قٌذّا، اسیذّای آهیٌِ ٍ  هَلکَل
(. 7یابٌذ ) ّای گیاّی تجوغ هی تشکیبات هشبَطِ تَسط سلَل

قٌذّای هحلَل هاًٌذ ًطاستِ ٍ ساکاسص، ًقص هْوی دس تٌظین 
طى افتشاقی هشبَط بِ  :3اص  (.;4فطاس اسوضی داسًذ )

هتابَلیسن ًطاستِ ٍ ساکاسص دس سیطِ، بیاى ّطت طى افضایص 
کِ اص  طى دس ضشایط خطکی کاّص بیاى داضتٌذ، دس حالی 33ٍ 

طى افتشاقی دس اًذام َّایی، بیاى پٌج طى افضایص ٍ بیاى  ;3
ّا کاّص یافت. افضایص قٌذّای هحلَل ٍ بِ دًبال  بقیِ طى

ػلت بالاتش بَدى تؼذاد تَاًذ بِ اًسیل اسوضی هیآى افضایص پت
ّای افضایص بیاى یافتِ دس سیطِ ًسبت بِ اًذام َّایی  طى

 باضذ. 
هتابَلیسن اًشطی> فتَسٌتض ٍ فسفَسٍلاسیَى اکسیذاتیَ بِ 

تشیي هسیشّای هشبَط بِ هتابَلیسن اًشطی، تٌْا دس ػٌَاى هْن
هسیشّا بِ  سیطِ دسگیش بَدًذ، ٍ چٌذیي طى هشبَط بِ ایي

کِ دس اًذام َّایی تٌْا یک  ضکل افتشاقی بیاى ضذًذ. دس حالی
طى دس هسیش فتَسٌتض دس پاسخ بِ خطکی کاّص بیاى ًطاى 
داد. اداهِ فتَسٌتض دس ضشایط خطکی اص پاساهتشّای تحول بِ 
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باشد، اما از طرف دیگر مسیرهاي فتوسنتز و خشکی می
ي نیز هستند و فسفورولاسیون اکسیداتیو مستلزم صرف انرژ

رسد افزایش سطح هورمون اسید آبسزیک، بسته نظر میبه
ها و همچنین افزایش سطح پرولین، نوعی حالت شدن روزنه

منظور کاهش تعرق و کاهش مصرف موقت براي گیاه به
).11،6انرژي باشد (

qRT_PCRبه کمک RNA-Seqهاي تایید داده

ریپتوم از یابی ترانسکمنظور تایید نتایج توالیبه
qRT_PCR استفاده شد. مقایسه دو تکنیک از نظر بیان چهار

ژن در  ریشه و اندام هوایی در پاسخ به تنش خشکی، 
) بین نتایج دو روش بود، =97/0rدهنده همبستگی بالا (نشان

به خوبی توانست نتایجqRT-PCRو بدین ترتیب 
RNA-Seq 3را تایید کند (شکل.(

بردارنده  اطلاعات ارزشمندي در مورد تحقیق حاضر در
الگوي ترانسکریپتوم نخود بومی ایرانی در واکنش به تنش 

باشد. نتایج ژن آنتولوژي و تجزیه خشکی در مرحله گلدهی می
تحمل به ها و مسیرهاي درگیر درمسیر به خوبی توانست ژن

خشکی را تشریح نماید. همچنین نتایج نشان داد که ریشه 
کند. تري در تحمل به خشکی در رقم بیونیج ایفا مینقش بیش

عنوان عوامل رونویسی عمل چندین ژن کاندید کلیدي که به
کنند در این تحقیق گزارش شد که با تحقیقات بیشتر، می

امکان اصلاح و بهبود ارقام برتر نخود با تحمل بالا در برابر 
آورد.خشکی انتهاي فصل را فراهم می

چهار ژن در ریشه و اندام هوایی در پاسخ به خشکی ارزیابی شدند.qRT-PCRتوسط RNA-Seqتایید نتایج -4شکل 
Figure 4. Verification of RNA-Seq results by qRT-PCR. Four gene were evaluated in root and shoot in response to

drought
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Abstract
Chickpea (Cicer arietinum L.) is one of the most important legumes for human food and

plays major roles in soil productivity. This crop is subjected to terminal drought in arid and
semi-arid regions such as Iran. Identification of drought-induced genes is necessary not only for
understanding molecular mechanisms of drought tolerance, but also is important to develop
tolerant crops. In present study, transcriptome profiling of Iranian local kabuli chickpea (Bivanij
cultivar) was investigated under drought stress at early flowering stage at International Crops
Research Institute for the Semi-Arid Tropics (ICRISAT). Illumina HiSeq2500 was applied for
sequencing the root and the shoot samples under control and stress conditions. A total of 891
and 507 differentially expressed genes (DEGs) were identified in response to the drought stress
in the root and the shoot, respectively. Likewise, 760, 376 and 131 DEGs were detected
specifically in the root, the shoot and common in both organs, respectively. Gene ontology (GO)
analysis revealed several GO terms associated with stress, including response to stimulus and
signaling among the DEGs in response to the drought stress. Moreover, major metabolic
pathways such as ABA and proline biosynthesis, biosynthesis of secondary metabolites such as
flavonoids and phenylpropanoids, carbohydrates and energy metabolisms were identified by
KEGG pathway analysis. These findings showed that more drought-related genes and pathways
were induced in the root compared to the shoot. Several DEGs particularly those which were
functioned as transcription factors (TFs) related to drought responsive genes, can be used for
future researches and improving drought tolerant cultivars.

Keywords: Chickpea, Drought, Metabolic pathways, RNA-Seq, Transcription factors
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