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Abstract  

Objective 

European canker is one the most destructive diseases affecting apple trees in temperate growing 

regions and is caused by the fungal pathogen Neonectria ditissima. Due to the pathogen’s ability 

to persist year-round, effective disease control remains challenging. This study aimed to identify 

key genes and signaling pathways associated with susceptibility to N. ditissima. Elucidating the 

expression patterns and functional roles of these genes provides insight into the molecular 

mechanisms underlying disease development and may contribute to the development of more 

targeted and sustainable disease management strategies. 

Materials and methods 

The susceptible apple cultivar ‘Prima’ was inoculated by applying a fungal spore suspension to 

selected buds. Both inoculated and control samples (n = 18) were collected at 5, 15, and 30 days 

post-inoculation, with three biological replicates per time point, and used for total RNA 

extraction. RNA quality and quantity were evaluated prior to whole-transcriptome sequencing. 

Sequencing was performed in paired-end mode on the Illumina HiSeq 2000 platform. Raw read 

quality was assessed using FastQC, and high-quality reads were aligned to the apple reference 

genome using TopHat2. Differentially expressed genes (DEGs) were identified after 

normalization with DESeq2, and functional pathway enrichment analysis was conducted using 

the KEGG database. 

Results 

RNA-Seq analysis showed that the majority of transcriptional changes in the susceptible cultivar 

‘Prima’ occurred at 15 and 30 days following inoculation with N. ditissima. A total of 6,996 

differentially expressed genes (DEGs; FDR < 0.05) were identified, with more than 55% being 

up-regulated and approximately 45% down-regulated during the intermediate and late stages of 

infection. In contrast, no significant changes in gene expression were detected at 5 days post-

inoculation. Notably, genes associated with cell wall biosynthesis and reinforcement, including 

CAD and LAC1, were down-regulated, while MLO6, a gene previously linked to enhanced disease 

susceptibility, showed strong up-regulation. Collectively, these expression patterns point to a 

https://orcid.org/0000-0003-1737-452X


Agricultural Biotechnology Journal, 2026, 18(2) 

22 

 

disrupted coordination between structural and chemical defence responses in the susceptible 

cultivar, indicating an overall ineffective defence strategy against the pathogen. 

Conclusions 

The results suggest that in the susceptible apple cultivar, defence responses are mainly triggered 

at later stages of N. ditissima infection and are not sufficiently activated during the early phase of 

pathogen establishment. The gene expression patterns observed indicate a disruption in key 

defence-related pathways, along with altered regulation of genes associated with susceptibility. 

Taken together, genes that exhibited consistent and significant expression changes in this study 

represent potential candidates for molecular markers in apple breeding programmes, although 

their utility will require validation in independent populations and further functional 

characterization. 
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Introduction 

European canker is a serious disease in apple orchards, especially in cool, wet climates. It's 

caused by the fungus Neonectria ditissima, which gets into the tree through wounds on branches 

or the trunk and then spreads through the vascular tissues. This leads to dying branches, lower 

yields, and shorter orchard life. The fungus attacks a wide range of broadleaf trees, making it hard 

to control. Traditional management involves pruning infected parts and protecting wounds, but 

fungicides only work for a short time and aren't very effective. Because of this, breeders focus on 

developing resistant or tolerant varieties as a more sustainable solution. Past research, using both 

artificial inoculations and natural infections, has shown clear genetic differences in how apple 

cultivars respond to the pathogen, and some relatively resistant ones have been identified. Still, 

we don't fully understand the molecular details behind resistance or susceptibility, which is why 

we need modern genomic tools. Transcriptomic work has revealed that N. ditissima releases a 

variety of effectors, cell-wall-degrading enzymes (CAZymes), and toxic secondary metabolites 

during infection. This suggests the fungus uses sophisticated strategies to colonize the host. In 

turn, plant resistance is probably polygenic and changes over time. QTL studies in apple support 
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this, identifying several loci linked to canker resistance, but each explains only a small part of the 

variation (3–19%). This points to resistance being the combined effect of many genes rather than 

a single major gene. Quantitative resistance like this tends to be more durable against evolving 

pathogens compared to single-gene resistance. Tools like RNA-Seq are ideal for exploring these 

complex interactions at the whole-genome level. With the apple genome now fully sequenced, 

RNA-Seq can pinpoint genes and pathways involved in susceptibility or resistance, laying the 

groundwork for marker-assisted breeding and precise genetic improvements. In this study, we 

used RNA-Seq to examine transcriptomic changes in the highly susceptible cultivar 'Prima' during 

N. ditissima infection. Our goal was to identify genes and pathways associated with susceptibility 

across different infection stages and suggest candidates for further functional studies and 

breeding. 

 

Materials and methods 

We used a completely randomized factorial design in a greenhouse. Eighteen one-year-old 

'Prima' apple trees on M9 rootstock, selected for uniform branch size, came from a commercial 

nursery in Lund, southern Sweden (55°42′ N, 13°12′ E; ~45 m elevation). There were two 

treatments, inoculated and mock-inoculated (control with distilled water), each with three 

biological replicates (one tree per replicate). Spore suspension of N. ditissima was prepared from 

sporodochia collected from naturally infected trees at Balsgård research orchard, southern 

Sweden. Spores were cultured on 1.5% agar at 21°C, macroconidia isolated and re-cultured to 

produce fresh sporodochia. Concentration was adjusted to 1 × 10⁵ conidia/mL using a 

hemocytometer. Germination rate was confirmed at ~80% after 24 h at 21°C. Four terminal buds 

per tree (positions 11, 14, 17, 20) were wounded with a sterile scalpel and inoculated with 10 µL 

spore suspension; controls received water. Wounds were sealed with Vaseline. Trees were kept 

under ambient greenhouse conditions (18–25°C, natural light, weekly watering, no fungicides or 

fertilizers). Samples (three buds per tree) were taken at 5, 15, and 30 days post-inoculation, flash-

frozen in liquid nitrogen, and stored at −80°C. Total RNA was extracted from pooled buds using 

the RNeasy Micro Kit (QIAGEN, cat. no. 74104). Quality was checked with NanoDrop 

(purity/concentration) and Experion system (integrity, RQI ≥ 9.8). One µg high-quality RNA per 

sample was sent to NGI (SciLifeLab, Sweden) for Illumina library preparation and paired-end 

sequencing (2 × 100 bp) on HiSeq 2000. Raw reads were quality-controlled with FastQC and 

trimmed using Trimmomatic. Clean reads were mapped to the apple genome v1.0 with TopHat2 

(no novel junctions). Counts were generated with HTSeq-count and normalized/analyzed for 

differential expression using DESeq2 (|log₂FC| ≥ 1, FDR ≤ 0.05). GO and KEGG enrichment 

were performed with Blast2GO and AgriGO. 

 

 Results 

Sequencing produced 218 million paired-end reads (average 10.9 million per sample). After 

trimming, ~85% remained high-quality, with >80% mapping to the apple genome. 

PCA on normalized counts showed PC1 (62% variance) separating inoculated from control 

samples, and PC2 (18% variance) reflecting time points. At 5 dpi, treatments overlapped 
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considerably; separation increased at 15 and 30 dpi. No DEGs were found at 5 dpi. At 15 dpi, 

2,694 DEGs were identified (1,578 up, 1,116 down). At 30 dpi, 6,996 DEGs were detected (2,994 

up, 4,002 down). GO enrichment highlighted early involvement of stimulus response and 

signaling terms (15 dpi) and stronger metabolic/catalytic activity enrichment later (30 dpi). Key 

genes correlated with susceptibility included strong upregulation of MLO6 (log₂FC +2.49 at 15 

dpi, +2.84 at 30 dpi) and general downregulation of lignin biosynthesis genes (CAD, LAC1, 

ATOMT1), transporter ATMRP5, chitinase CHIB1 (mixed pattern), and stress-response genes 

GLT1 and RD2. 

 

Conclusions 

The transcriptomic response of 'Prima' to N. ditissima is delayed, with major changes 

appearing only in intermediate and late infection stages. Early transcriptomic silence does not 

necessarily mean no defense activation-responses may occur at post-transcriptional or metabolic 

levels. The pattern-upregulation of the negative defense regulator MLO6 alongside 

downregulation of genes involved in cell wall strengthening, secondary metabolism, and stress 

response-correlates with the susceptible phenotype. This suggests coordinated dysregulation 

across multiple defense layers, but causality remains unproven without functional studies. These 

genes are promising candidates for future validation and could serve as molecular markers in 

breeding for canker resistance. The findings highlight the complex, polygenic nature of 

susceptibility in apple and the value of timed transcriptomic profiling. Integrating RNA-Seq with 

physiological, histological, and functional assays in both susceptible and resistant cultivars will 

be essential to uncover causal mechanisms and develop durable resistance strategies in perennial 

crops. 
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  چکیده

چ تولیادکنناده سااایاط، توسااا   ار  معتادلهای درختاان میوه در مناا   ترین بیمااریبیمااری شاااانکر اروپایی، یکی از م ر  هدف:

Neonectria ditissima  های  ابل شااود. با تو ه به بیای مسااتمر این پاتوژن در  ول سااال، کنترل بیماری با  ال ایجاد می

های کلیدی و مسایرهای سایگنالیند دخیل در اسااسایت به این عامل تو هی همراه اسات. این پژوه  با هد  شاناساایی ژن

تواند مسایرهای مولکولی دخیل در پیشارفت بیماری را روشان ها میها و تحلیل عملکرد آنزا انجام شاد. شاناساایی این ژنبیماری

 .های کنترل هدفمند و پایدار منجر شودساخته و  به  راای برنامه

بر روی  وانه های انت ا  شاده  با ساوسانانسایون  ارچ  "پریما"به نام  سایط اساا ر م یک ای این مطالعه، بر  :هاروشمواد و 

با ساه تکرار بیولوژیکی در هر زمان  روز پس از تلییح ۳0و   15،  5  هایدر زماننمونه(    18)شاده  های کنترل و تلییحتلییح شاد. نمونه

یابی کل ژنوم  شاده، توالیاسات را های   RNA کل اسات را  شاود. پس از انجام کنترل کی ی و کمی RNA گردیدند تا  آوری مع

بررسای    FastQC افزاریابی با اسات اده از نرمهای توالیانجام شاد. کی یت داده Hiseq2000 و دساتگاه  paired-endصاورتبه

  افترا یهای با بیان  سازی و تحلیل ژنشدند. نرمال  یابی روی ژنوم مر ع سایط نیشه TopHat2 افزارها با نرمشاد. سانس خوان 

 .انجام شد KEGG افزاراز  ری  نرم DEGs ای مرتب  باسازی مسیرهصورت گرفت و آنالیز غنی DESeq2 افزاربا نرم

رخ داد و در مجموع   N. ditissimaبا    یپس از آلودگ ۳0و   15 یژن در روزها  انیب راتییتغ  نیشااترینشااان داد که ب جینتا  :نتایج

  انیدرصد کاه  ب 45و ادود    انیب   یدرصد افزا  55از     یب  کهی ورشد؛ به  یی( شناساFDR  >05/0)   یافترا   انیژن با ب  6996

 یهاژن  انینشاد. کاه  ب ییشاناساا یژن معنادار چیه 5که در روز    یدر اال  د،یگرد  هع ونت مشااهد  شارفتهیو پ  یانیدر مراال م

دهنده نشاانکه نی  کلیدی داشاتند،  ( MLO6)  زاتیژن اسااسا  انیب   ی( و افزاCAD, LAC1)  یسالول وارهیمرتب  با اساتحکام د

 ناکارآمد ر م اسا  در برابر پاتوژن است. یو پاسخ دفاع ییایمیو ش یساختار یدفاع  یرهایمس یناهماهنگ

mailto:M.ghasemkhani@kgut.ac.ir
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عمدتاً در مراال     N. ditissimaدر برابر    یدفاع  یهاپاسخ  ط،یپژوه  نشان داد که در ر م اسا  س  نیا  جینتا  گیری:نتیجه

 انیب  رییو تغ  یدفاع  ی رهایمس  یبرخ  فیتضع  انگریها بژن  انیب  یهستند. الگو  فیضع  هیو در مراال اول  شوندیفعال م  یآلودگ  رترید

 ی داهایعنوان کاندبه  توانندی نشان دادند م  داریمعنادار و پا  انیب  رییکه تغ  ییهاژن   اسا ،   نیاست. بر ا  اهیگ  تیمرتب  با اساس  یهاژن

مطالعات     یمستیل و از  ر  یهات یکه در  معمطرح شوند، مشروط بر آن   ندهیآ  یاصلاا  یهادر برنامه   یمولکول  یبالیوه نشانگرها

 شوند.  یاعتبارسنج یعملکرد

 ( Malus × domestica)  طیس،  تیمرتب  با اساس  یهاپاتوژن، ژن  -  زبانی، تعامل مRNA-Seq  لیژن، تحل  انیب:  هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

  ی ماریدر موا هه با ب "مای پر" طیدر ر م اسا  س یمرتب  با پاسخ دفاع یهاژن انیب یابیارز (1405)  اسم خانی مر ان استناد:

 .40-21(، 2)18، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. هارونوشت  یابیی توال  کردیبا رو ییشانکر اروپا
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 مقدمه

ها در ترین بیماریترین و م ر  است، یکی از مهم   Neonectria ditissimaبیماری شانکر اروپایی که عامل آن  ارچ  

این پاتوژن   .(Weber et al., 2014) د روویژه در منا   معتدل و پرباران به شمار می به (  Malus × domesticaط )های سیباغ

 ,Ghasemkhani)  یابدآوندها گسترش می   راههای ایجادشده در شاخه یا تنه وارد بافت میزبان شده و سنس از   وبی از  ری  زخم 

2015a .)  شدن عمر ا تصادی باغ است و در  ها، کاه  عملکرد و کوتاههای ناشی از این بیماری شامل خشکیدگی شاخه خسارت

برگ  های پهنشود. دامنه میزبانی گسترده این  ارچ که بسیاری از گونه منا   آلوده، تهدیدی  دی برای پایداری تولید محسو  می 

های مدیریتی مانند کنترل این بیماری معمولاً با روش  .مدیریت آن را دشوارتر کرده است  (Weber et al., 2014)د  رگیرا در بر می 

از این رو، است اده از ار ام میاوم یا  . مدت استها محدود و کوتاه ک شود، اما اثر  ارچاذ  بافت آلوده، هر  و ضدع ونی انجام می 

به نیمه توصیه میمیاوم  پایدار  راهکاری  بررسی  (.  Karlström et al., 2022د )شوعنوان  و  تلییح مصنوعی  بر  مبتنی  مطالعات 

  شده است تو هی را در پاسخ دفاعی ار ام سیط نشان داده و ار ام دارای میاومت نسبی  شناسایی  آلودگی  بیعی، ت اوت ژنتیکی  ابل

(Wenneker et al., 2017ب .)ور کاملهای مولکولی و مسیرهای ژنتیکی مؤثر در این میاومت هنوز به ا این اال، مکانیسم  

 .Nاند که  نشان داده  های ترنسکرینتومیپژوه   .کندهای ژنومی پیشرفته را بر سته میشناخته نشده و همین امر ضرورت پژوه 

ditissima   ه  از  مل  ،های فعالها و آنزیمای از پروتئین در  ی ع ونت، مجموعه CAZymeهای ثانویه سمی را  ها و متابولیت

ها بیانگر آن است که  ارچ از مسیرهای مولکولی پیچیده و  ندگانه  ین یافته ا  (. Gómez-Cortecero et al., 2019)د  کنترشح می 
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در   QTL کند. بنابراین، میاومت گیاه نیز ماهیتی پیچیده و  ندژنی دارد. مطالعاتبرای ن وذ و پیشروی در بافت میزبان است اده می

مرتب  با میاومت به شانکر اروپایی شناسایی شده که هر یک تنها ب شی از تنوع   QTL اند و  ندینسیط این فرضیه را تأیید کرده

( توضیح می  (درصد۳/4-19فنوتینی  )دهنرا  نشان می  .(Bus et al., 2019; Karlström et al., 2022د  نتایج  دهد که  این 

نمی  فراهم  را  کامل  پاسخ  من ردی  ژن  هیچ  و  است  دفاعی  مسیر  و  ژن  تجمعی  ندین  اثر  ااصل  سیط  نسبی   کندمیاومت 

(Karlström et al., 2024 .) پایداری بیشتری  من رد، هایژن  بر  مبتنی کی ی  میاومت برخلا  تر، میاومت کمی در مییا  کلان

افزایی  ندین ژن در مسیرهایی مانند سیگنالیند هورمونی، سنتز  دارد. این نوع میاومت ااصل هم را  در برابر تغییرات ژنتیکی پاتوژن  

ها  سازی آنتواند به اذ  یا خاموشها میدر این شبکه   های اسا های ثانویه و بازآرایی دیواره سلولی است. شناسایی ژن متابولیت

 ,Ghasemkhaniت ) ای مانند شانکر اروپایی بسیار کارآمد اسو ایجاد میاومت پایدار کمک کند؛ رویکردی که برای بیماری پیچیده

های ثانویه، های مرتب  با متابولیتاند که  ی ع ونت، ژن نشان داده (  Malus sieversiiی )مطالعات روی سیط واش (.2024

کند که میاومت یا این نتایج تأیید می  . (Liu et al., 2021د )تو هی دارنمسیرهای هورمونی و دفاع دیواره سلولی تغییر بیان  ابل 

های فناوری  (.Kaur et al., 2022)  شودای پویا و  ندلایه است که در مراال م تلف ع ونت فعال می اساسیت گیاه ااصل شبکه 

ها فراهم  های مولکولی اساسیت گیاهان به پاتوژنابزار  درتمندی برای درک د ی  مکانیسم   RNA-Seqژنومی پیشرفته مانند

ها را در سطح کل ژنوم و تحت شرای   ، تغییرات بیان ژن RNAهایسازی رونوشت یابی و کمّیکنند. این روش با امکان توالیمی

های مرتب  با اساسیت و  تواند ژن می   RNA-Seqکند. با تو ه به دسترسی به توالی کامل ژنوم سیط،م تلف تن  بررسی می 

درختان میوه مانند  مطالعات پیشین  های سیگنالیند دفاعی و تعاملات ژنی را آشکار سازد. در  کاه  میاومت را شناسایی و مسیر

 Venturiaهای  ار ی مهمی نظیرها و مسیرهای درگیر در پاسخ به پاتوژن ور گسترده برای شناسایی ژنبه   RNA-Seqسیط،

inaequalis   ،عامل لکه سیاه سیطPodosphaera leucotricha     ت )رفته اس  به کارعامل س یدک پودریPessina et 

al., 2016  .)مطالعات ترنسکرینتومی در گلابی (Pyrus spp.)    های مرتب  با دفاع گیاه در پاسخ به آلودگی نیز تغییرات بیان ژن

  ( .Citrus sppت )ر مرکبا (. دYu et al., 2024د )ان)عامل پوسیدگی الیوی( را آشکار کرده   Botryosphaeria dothideaبا  

مورد     .Phytophthora sppرهای  ار ی نظیهای مولکولی مرتب  با میاومت یا اساسیت به پاتوژنبرای بررسی پاسخاین فناوری  

های  ، این رویکرد برای مطالعه پاسخ(Vitis viniferaر )مچنین در انگو(. هAjengui et al., 2017ت )است اده  رار گرفته اس

به پاتوژن  به    Plasmopara viticolaهایی مانند  دفاعی  در  (.  Gong et al., 2022ت )کار رفته اس)عامل س یدک دروغی( 

ها و مسیرهای کلیدی مرتب  با  تواند مبنایی  ابل اتکا برای شناسایی ژن می RNA-Seq دهند کهمجموع، این مطالعات نشان می

رای مطالعات عملکردی آتی و توسعه راهبردهای اصلاای ژنتیکی هدفمندتر  پاسخ به بیماری در درختان میوه فراهم سازد و زمینه را ب

هایی که نی  کلیدی در کاه  پذیر سیط است؛ ژن آسیط  ر مهای اسا  در  در این مطالعه تمرکز بر شناسایی ژن   .ایجاد کند

ها را در مراال  ، امکان شناسایی این ژنRNA-Seqز  دارند. تحلیل ترنسکرینتوم با است اده ا   N. ditissimaمیاومت گیاه در برابر  

شده مرتب  با اساسیت را آشکار سازد. شناسایی این  تواند الگوهای بیان غیرعادی یا سرکو کند و می م تلف ع ونت فراهم می
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های نوین اصلاح  کند، بلکه بستر لازم برای است اده از روشهای مولکولی اساسیت کمک میتنها به درک بهتر مکانیسمها نه ژن

آورد. این رویکرد که بر یا انت ا  مارکرمحور را فراهم می (CRISPR/Cas9) سازی ژن، ویرای  ژنومیژنتیکی مانند خاموش

تواند به توسعه ار ام سیط با میاومت  ندلایه و پایدار در برابر  های ژنتیکی و مسیرهای دفاعی متمرکز است، می مهندسی شبکه 

   .شانکر اروپایی منجر شود

 

 هامواد و روش

با  طر شاخه های تیریبا   (Malus × domestica) ساله سیط در این مطالعه، از درختان یک نمونه های بیولوژیکی:  

های یکنواخت از یک نهالستان تجاری صورت نهالبه  M9 روی پایه  زدهدرختان سیط    است اده شد. "اپریم"ر م اسا   یکسان  

تهیه شدند.  رح آزمای  شامل دو تیمار (  N, 13°12′ E; ~45 m ′42°55) ارت اع از سطح دریا    وا ع در شهر لوند در  نو  سوئد

درخت مورد است اده   18شده( بود که هر تیمار در سه تکرار مستیل )هر تکرار شامل یک درخت( ا را شد و در مجموع  )شاهد و تلییح

  در یک گل انه با تمام مواد گیاهی مورد است اده در این پژوه  از همان نهالستان تجاری تأمین شده و پس از انتیال،    . رار گرفت

های پیشین که اساسیت آن به بیماری شانکر اروپایی را نشان  بر اسا  گزارش   "پریما"شرای  محیطی  بیعی نگهداری شدند. ر م  

به داده شاند،  انت ا   مطالعه  این  در  اسا   ر م  به(.  Ghasemkhani et al., 2024د)عنوان  میاومت  ژناین  از   Vf واسطه 

در  ول مدت (.  Bradshaw 2017د )کنااصل شده که نی  مهمی در پایداری میاومت ای ا می   Malus floribundaگونه 

ای یک بار آبیاری ، درختان در گلدان و در یک گل انه بدون کنترل دما نگهداری شده و ه ته)تیریبا دو ماه: سنتامبر تا اکتبر(  آزمای 

ساعت تاب  ملایم خورشید در روز و ر وبت   6تا  5ادود  درگراد، در ه سانتی  25تا  18شامل دمای  گل انه  شدند. شرای  محیطی

ک  یا کود شیمیایی است اده نشد تا شرای  یکنواخت رشد فراهم  در این دوره از هیچ  ارچ   .بود(  درصد  60عموماً بالاتر از  )  نسبی متغیر

 .گردد و تأثیر عوامل محیطی بر پاسخ گیاهان به ادا ل برسد

اسپورها غلظت سوسپانسیون  تعیین  و  سوسنانسیون  ار:  Neonectria ditissimaی  تهیه  تهیه   .Nچ  برای 

ditissimaها ها که ااوی اسنورهای غیر نسی شامل ماکروکنیدی، از ساختارهای اسنورزا به نام اسنورودوخیوم است اده شد. این اندام

میکروکنیدی آلودهو  سیط  درختان  از  به ها هستند،  سوئد  معشده  در  نو   وا ع  بالسگارد  تحیییاتی  باغ  در  آوری صورت  بیعی 

  24  بعد از کشت داده شدند.    oC21در دمای    درصد  5/1  آمریکا(  Difco)شده ابتدا در محی  کشت آگار  آوریاسنورهای  مع  .گردیدند

های مورفولوژیک  با ویژگی  Leica DMLB میکروسکوپ نوری مدلشناسایی شده با است اده از  های من رد  ، ماکروکنیدیساعت

شکل  مش ص آگار      و  ندسلولی  هلال  محی  کشت  روی  اسنورودوخیوم    درصد5/1بر  تا  شدند  داده  شودمجدداً کشت  .  تولید 

آمادهمحی  است اده در دمای    های کشت  زمان  تا  نگهداری شدنددر ه سانتی   4شده  اسنورها، شمارش    .گراد  تعیین غلظت  برای 
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مدلماکروکنیدی نوری  میکروسکوپ  و  هموسیتومتر  از  است اده  با  شمارش Leica DMLB ها  براسا   شد.  ، مستییم  انجام 

 گردید.  تهیه لیترمیلی هر در کنیدی  1×510سوسنانسیون نهایی با غلظت 

و   تلقیح  برداری:فرآیند  تلییح،  وانه   نمونه  فرآیند  آغاز  از  اسنورهای  ارچپی   موف   براسا      N. ditissimaزنی 

زایی  مانی و  ابلیت بیماریتأیید گردید تا از زنده   (Ghasemkhani et al., 2015b; Ghasemkhani, 2024) نمطالعات پیشی

برای هر  گردید.    ثبتدرصد  وانه زنی    80انکوبه شدند و تیریبا    C°21ساعت در دمای    24، به  وریکه  ها ا مینان ااصل شودآن

شدند. سنس    برش دادهها با است اده از اسکالنل استریل  از رأ  شاخه   20و    17،  14،  11های  درخت،  هار  وانه انتهایی با شماره

اجم   .گردید  تلییح(  لیتر آ  میطرمیلی  در  کنیدی  1×510میکرولیتر از سوسنانسیون اسنور  ارچ )با غلظت    10محل برش هر  وانه با  

تر درختان  ندساله، های  وبیساله انت ا  شد، اما در بافتهای یکبر اسا  ماهیت بافت  وانه   است اده شده در این پژوه   تلییح

 ,Agrios)  شودسازی بهتر ع ونت  بیعی توصیه میهای بالاتر برای شبیهبه دلیل تراکم بالاتر سلولی و محدودیت ن وذ، اجم 

2005; Weber, 2014مان تعداد درختان تلییح شده، با آ  میطر تیمار شدند تا بتوان اثر تلییح پاتوژن را با (.  درختان شاهد، به ه

  ای نازک از وازلین ، ناایه زخم با لایهد ییه(  10)  پس از ن وذ کامل سوسنانسیون در بافت گیاهی .شرای  بدون پاتوژن میایسه کرد

تلییح درختان  شود.  ثانویه  لوگیری  آلودگی  و  از خشک شدن  تا  شد  گل انه پوشانده  در  شدندشده  نگهداری  دمای محی   با    .ای 

تلییح نمونه  نواای  ا را   از  و  و پوست  زمان م تلفبرداری  تلییح   ۳0و    15،  5)  شده در سه  از  انجامروز پس  انت ا   شد  (   .

د. روز پنجم مراله اولیه ع ونت  پاتوژن بو-کن  میزبانشده برهمروز پس از تلییح بر اسا  دینامیک شناخته  ۳0و    15،  5های  زمان

ام مراله پیشرفته و تثبیت  های دفاعی ذاتی، روز پانزدهم مراله میانی و تثبیت کلونیزاسیون پاتوژن، و روز سی سازی پاسخو فعال

می  نشان  را  شانکری    از   پی .  گرفت   رار  بررسی   مورد  درخت  هر   از   وانه  سه  زمان،  هر  برای  (. Weber, 2014)   دهدعلائم 

  شده  ورغو ه  مایع نیتروژن  در بلافاصله شدهبرداشت  هاینمونه . شد اذ  استریل کاغذی دستمال از است اده با  وازلین برداری،نمونه 

عنوان یک تکرار بیولوژیکی  در این مطالعه، هر درخت به  .گراد نگهداری شدند در ه سانتی  -80در دمای   RNA است را  زمان تا و

و    N. ditissimaدرخت( و دو نوع تلییح ) ارچ  ۳روز(، سه تکرار بیولوژیکی ) ۳0و  15، 5در نظر گرفته شد. برای هر نیطه زمانی )

های بعدی مورد است اده  رار  و تحلیل   RNA برای است را (  2×    ۳×    ۳درخت سیط )  18آ  میطر( لحاظ گردید. در مجموع،  

با ساختار فاکتوریل بوده است که در آن   (CRD) این پژوه  از نظر  راای آزمای  مبتنی بر یک  رح کاملاً تصادفی.  گرفتند

  N. ditissimaبا     های م تلف پس از تلییح  ها در زمان اند. نمونه عوامل اصلی شامل ر م )اسا ( و زمان پس از آلودگی بوده 

 .اندها در سطح ترنسکرینتومی مورد بررسی  رار گرفته برداشت شده و پاسخ 

، سه  وانه  RNA   برای است را:  Illuminaبا فناوری RNA یابیها جهت توالی سازی مولکولی نمونه آماده

های  کل از این نمونه  RNA د.دست آیشده به ای  امع از ناایه تلییح شده از هر درخت با یکدیگر ترکیط شدند تا نمایندهبردارینمونه 

مطاب  با دستورالعمل شرکت سازنده  (  74104، شماره کاتالوگ  QIAGEN)  RNeasy Microی  ترکیبی با است اده از کیت تجار
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ارزیابی کی ی   .است را  گردید نانودرااست را    RNAت   هت  از دستگاه  است اده  با  آن  و غلظت  ،  NanoDropپ )شده، خلوص 

Wilmingtonمتحده ایالات  سلامتاندازه(  ،  و  یکنار گی  همچنین،  شد.  بهره RNA گیری  الکتروفورز  با  دستگاه  از  گیری 

بررسی گردید. این دستگاه مبتنی بر فناوری   ه(، ایالات متحدExperion Bio-Rad Laboratories  ،Hercules ک )اتوماتیتمام

های ااصل از الکتروفورز اسیدهای نوکلئیک را در یک  بوده و فرآیندهای  داسازی، تش یص و تحلیل داده  LabChip   میکروسیال

 Denisov etد )گردها میدهد، که مو ط افزای  د ت و کاه  خطای انسانی در ارزیابی کی یت نمونه پلت رم یکنار ه انجام می 

al., 2008).   هاینمونه RNA   د )ملی ژنومیک سوئ  موسسهنانوگرم در میکرولیتر پس از تأیید کی یت، به    250کل با غلظتNGI 

– National  Genomics Infrastructure, SciLifeLab   )ارسال شدند. در این مرکز، یک میکروگرم از RNA  کل هر

 Illumina کیت استاندارد  با است اده از    cDNA هاییابی مورد است اده  رار گرفت. کتاب انه های توالی نمونه برای تهیه کتاب انه 

شامل  طعه  مراال  و  شدند  سنتزRNAبندیساخته   ،cDNAتوالی آداپتورهای  کردن  اضافه  کتاب انه،  پاکسازی  و  بود.  یابی  ها 

یابی شوند.   ور همزمان در یک لاین توالیترکیط شدند تا  ند نمونه به  (Multiplexed) صورت  ندگانهشده بههای آمادهکتاب انه

 (Paired-End) پایانیابی   تو با روش توالی    High Outputدر االت   Illumina HiSeq ها در دو لاین دستگاهاین ترکیط

های کی یت داخلی انجام شد  و با کنترلIllumina ه  یابی مطاب  دستورالعمل سازندباز ا را شد. توالی   ت   100×2با  ول خوان   

 .ها ااصل شودیل بیان ژن تا د ت و پوش  کافی برای تجزیه و تحل

 RNA-Seq  یهاخوان   تی یکنترل ک   :های ترانسکریپتوم و بررسی مسیرهای زیستی فعالپردازش داده

نشان داد که    جیمطلو ، نتا  یکل  تی یانجام شد. با و ود ک   0.11.2نس ه    FastQCافزار  با است اده از نرم   طیس  یهامربوط به نمونه 

  ن ی انگیبا م  ییهاخوان   اهبه همر  ها،ی توال  نیهستند. ا  Illuminaآداپتور مربوط به پلت رم    یتوال  یها همچنان ااوخوان    یبرخ

از    تی یک امت)  28کمتر  اسا   نرم Phred  از یبر  از  است اده  با  برا  0.۳2نس ه    Trimmomaticافزار  (،  شدند.  نگاشت    یاذ  

( را  spliced readsاتصال )  یدارا  یهانگاشت خوان    ت یاست اده شد که  ابل   2.0.1۳نس ه    TopHat2افزار  ها، از نرم خوان  

که از     Nectria haematococcaو ژنوم مر ع  ارچ  1نس ه مونتاژ    ط یها به ژنوم مر ع سداراست. در مراله ن ست، خوان  

های  های گیاهی از خوان  است نگاشت شدند. هد  از این نگاشت دوگانه،  دا کردن خوان    N. ditissimaمشابه با    یاخانواده

، است اده از ژنوم  N. ditissimaی  ار ی و تعیین د ی  تغییرات بیان ژن در گیاه میزبان بود. با تو ه به نبود ژنوم کامل و معتبر برا

شده های بیانژن   تا  داد  ا ازه  و  کرد  فراهم  را  پاتوژن-شده به عنوان مر ع، امکان تحلیل تعاملات میزبانترین گونه شناخته نزدیک

  رفعالیغ  دی د  یهااتصال  ییا، شناسTopHat2در    .ها اضور دارند، ت کیک شوندهای ااتمالی  ار ی که در نمونه در سیط و ژن

هایی تنها خوان   TopHat2با است اده از این فایل،    گزارش شوند.  1gff  لیفا  یاگزون  یهایژگیمنطب  با و  یهاشد تا فی  خوان  

بینی اگزون یا اتصال  شده و مستند در ژنوم سیط مطابیت داشتند و از پی  های شناختهرا در نظر گرفت که د ییاً با مرزهای اگزون 

 
1 - General Feature Format 
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 یها براشمارش خوان    .کندشده کمک میهای شناخته دید خودداری کرد. این روش به کاه  خطاهای ااتمالی و تمرکز بر ژن 

ها  داده  یسازانجام گرفت. نرمال  intersection-nonempty  نهیو گز  0.6.1نس ه    HTseq-countافزار  هر ژن با است اده از نرم 

  ن ی(  ب2DEGs)  افترا ی  انیبا ب  یهاژن  ییشناسا  یصورت گرفت. برا  DESeq2  یافزارها با بسته نرمژن  افترا ی  انیب  لیو تحل

 log₂(Foldو میدار مطل     05/0( برابر با  FDRاست اده شد و آستانه نرخ کشف اشتباه )  DESeq2در    contrastها، از دستور  نمونه 

Change) ≥ 1  ان یب  رییبا تغ  ییهاکه تنها ژن  دهندیم  نانیا م  ارهایمع  نی ا.  در نظر گرفته شد  (5/0  ≥  ای  2  ≤  انیب  ریی)معادل تغ  

اند تا  محاسبه شده   log₂FCبه صورت    Fold Change  ریدر نظر گرفته شوند و میاد  هالی ابل تو ه در تحل  ی کیولوژیمعنادار و ب

انجام شد     Rر  افزا( با است اده از نرمPCA)  یاصل  یهامؤل ه  ل یحلتر گردد. تها آسان نمونه   نیب   سهیشود و میا ترمالها نرداده  عیتوز

عنوان یک مشاهده در نظر گرفته  عنوان یک متغیر و هر نمونه به در این تحلیل، هر ژن به   گردد.  یها بررسژن   انیب  یکل  یتا الگوها

ها و اثرات تیمار )تلییح در میابل شاهد(  ای دادهها، ساختار خوشه های بین نمونه ها و ت اوتشد تا الگوهای کلی تغییر بیان ژن، شباهت

شود بررسی  ترانسکرینتوم  سطح  رده  .در  به  مربوط  اصطلااات  ) ژن  ی عملکرد  یبندسنس  پاGOها  از  داده    گاه ی( 

www.rosaceae.org   نرم تحل  یبارگذار  2.8نس ه    Blast2Goافزار  است را  و در  از    یستیز  یرهایمس  لیشدند.  است اده  با 

ابزار تحت و     KEGG  تی ابل افتهامربوط به ژن   GOانجام گرفت. در ادامه، اصطلااات    Blast2Goدر  را ی  ی دارای بیان 

(DEGs  )تیبا است اده از  ابل  gene enrichment   ییمهم و معنادار شناسا  یستیز  یرهایشدند تا مس  یسازیدر ابزار تحت و  غن 

 گردد.

 

 نتایج 

 ی داشت؛ تمام  یشاخص  جینتا  RNA  تی یک  یپژوه ، بررس  نیدر ا:  RNA-Seq  یها داده  یپردازش و اعتبارسنج

 بودند و الکتروفورز اضور دو باند مش ص و مجزا مربوط به  8/1از     یب  260/280و نسبت  ذ     RQI ≥ 9.8  یها دارانمونه 

rRNA  18هایS    28وS   از    ط یترک  نیا  .(1)شکل    کندها را تأیید می را نشان داد که نبود اسمیر و ت ریط  ابل مشاهده در نمونه

ژن    انیب  افترا ی  یهالیتحل  یبرا  یمطمئن و  و  یبستر  ر، ی شمگ  نگاشت بالا و نرخ    تی ی با ک  یهاداده   ،یآزما    ید   ی راا

  N. ditissimaبا  ارچ    شدهحیتلی نه نمونهشامل    ،"پریما"ر م    یهانمونه از بافت  18  یبر رو  RNA-Seq  یابییتوالکرد.  فراهم  

های خوان   کرد.  دیخوان  دو رفه تول  ونیلیم  218، انجام شد که در مجموع    آ  میطر به عنوان شاهدبا    شدهحیتلی  یهانمونه   نه  و

میانگین   نمونه  ازای هر  به  اولیه  )میانه:    10٫90خام  انحرا   12٫52میلیون، اداکثر:  9٫27میلیون، ادا ل:  10٫75میلیون  میلیون، 

های میلیون کاه  یافت و میانگین خوان  10٫44ها به، میانگین خوان Nesoni-0.118 بود. پس از تمیزکاری با(  96/0استاندارد:  

ها در تمام مراال )خام،  بود. توزیع خوان (  درصد  02/8۳  میلیون )با نرخ نگاشت کلی  8٫57ادود  ژنوم سیط   یافته به مر عنگاشت 

 
2 - Differentially Expressed Genes 
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دستی تأثیرگذار باشد، مشاهده های پایینیافته( نسبتاً یکنواخت بود و هیچ ناهنجاری  ابل تو هی که بر تحلیلتمیز شده و نگاشت 

:دامن)  95/0د  گروهی ادومیانگین همبستگی درون  .نشد هاست. هیچ دهنده تکرارپذیری بالای دادهبود، که نشان   ( 98/0-92/0ه 

  ا ی  Q30نمره    یبازها دارادرصد    95از     ینشان داد که ب  FastQCها با  داده  تی یک  هیاول  یابیارز  .تکرار ناهنجاری شناسایی نشد

ب که  بودند  بالا  انگریبالاتر  پالا  یفراخوان  ید ت  با  به داده   یبازهاست.  بازها  Trimmomatic  لهیوسها   ت، ی یککم  یو اذ  

به ژنوم   شده یپالا یهاخوان   ن ی( ا ظ شد. نگاشت اه یاول یهادادهدرصد  85خوان  ) ونیل یم 187مزاام،  یهای آداپتورها و توال

 ت ی یخوان  را نشان داد که از نظر ک ونیلیم 169معادل ادود درصد  80از    ی، نرخ تطاب  بTopHat2با است اده از  طیمر ع س

داده بودن  کامل  سطحو  در  ادو  اریبس  یها  داد  نشان  نتایج  است.  نگاشت خوان   درصد   75-85د  مطلو   منا   های  به  یافته 

دهنده کی یت مناسط ژنی تعل  دارند. این توزیع نشانبه منا   بیندرصد    10به منا   اینترونی و کمتر از  درصد  10-15اگزونی،

  .های کدکننده پروتئین استها از ترانسکرینت و غنی بودن داده   poly-A enriched هایکتاب انه

 (PCA) های اصلیدر این مطالعه، تحلیل مؤل ه :  N. ditissimaبررسی مراحل ترانسکریپتومی پس از تلقیح با 

دهد ها را توضیح می از واریانس کل داده  دردصد  62ادود   (PC1ل )ها نشان داد که مؤل ه اوشده بیان ژنهای نرمالبر روی شمارش

 (PC2م )مؤل ه دو(.  2  کند )شکلشده در میابل شاهد( ای ا می ها بر اسا  شرط آزمایشی )تلییحو نی  اصلی را در ت کیک نمونه 

روز پس از تلییح( مرتب  است، که منجر    ۳0و    15،  5برداری )دهد و عمدتاً با زمان نمونه از واریانس کل را پوش  می   درصد  18ادود  

شده و شاهد  های تلییحدر روز پنجم پس از تلییح، ت کیک مش صی میان نمونه  .شودها درون هر گروه میبه  داسازی نسبی نمونه 

پوشانی بالایی داشتند. این مشاهده بیانگر شباهت کلی پروفایل بیان ژنی در مراال  هم PCA مشاهده نشد و دو گروه در فضای

،  داسازی  (۳0و    15باشد. در روزهای بعدی ) های دفاعی گیاهسازی پاسخدهنده تأخیر در فعالتواند نشاناولیه آلودگی است و می 

دهد های مرتب  با مسیرهای دفاعی مطابیت دارد. این نتایج نشان میتر شد که با تغییرات معنادار در بیان ژنواضح PCA ها درنمونه 

 .(2ها عمدتاً تحت تأثیر تیمار آلودگی بوده و اثر زمان در مرتبه دوم اهمیت  رار دارد )شکل ات اصلی در الگوی بیان ژن که تغییر

  2694در روز پانزدهم به  و  شدنشناسایی   افترا یبا بیان  ی ، در روز پنجم ژنFDR ≤ 0.05با در نظر گرفتن آستانه آماری  

  4002ژن افزایشی و    2994ژن )  6996که   وری ام بیشینه بود؛ به ژن کاهشی( رسید و در روز سی  1116ژن افزایشی و    1578ژن )

های پاسخ دفاعی در  شدن تدریجی و گسترده شبکهاین روند افزایشی بیانگر فعال(.  1ژن کاهشی( تغییر بیان معنادار داشتند ) دول  

 .گذر زمان است

 Gene Ontologyاصطلااات    یسازیغن  لیتحل  جینتا  :  (GO enrichmentها )ژن  یعملکرد  سازیتحلیل غنی 

(GO)  یافترا   انیبا ب  یهاژن   یبرا  (DEGsدر روزها )یاصل  یدسته   نیکه  ند  دهدی نشان م  ،یپس از آلودگ  ۳0و    15  ی  GO  

نمونه شده   یسازغنی (  ≥ 05/0P≤   ،05/0FDR)  ی ور معناداربه  به دسته سهم ژن  نیشتریب  ،یبرداراند. در هر دو زمان    یهاها 

ب  کیو پروسه متابول  کیتیکاتال   تیفعال  صال،ات به    یکیو متابول  یمیآنز  یهاتینی  غالط فعال  انگریاختصاص داشت که  در پاسخ 
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  شتریب  ریدرگ  یهاکه تعداد ژن  یاگونه است، به   افتهی   یافزا  15نسبت به روز    ۳0ها در روز  دسته   نیا  یسازی است. شدت غن  یآلودگ

ع ونت است. در میابل، در روز    شرفتیزمان با پهم   اهیگ  کیتیو کاتال  یکیمتابول  یهاپاسخ  دیتشد  یندهدهالگو نشان   نیبوده است. ا

 ی سازپاتوژن و آغاز فعال  صیتش   هیاول  یتر بودند، که با مرالهپررند   یدهگنالیمرتب  با پاسخ به محرک و س  ییها، دسته 15

  ی ت یماه  N. ditissimaت  به ع ون  اهیکه پاسخ گ  دهدیبر نمودار نشان م  ی نمبت  لیتحل  ،ی ور کلسازگار است. به   یدفاع  یرهایمس

 هت   رییتغ  یدر مراال بعد  داریپا  یمیو آنز  یکیمتابول  یهاتیبه سمت فعال  هیاول  یدهگنالیو س  یمیتنظ  یهادارد و از پاسخ  ایپو

سازد، بلکه مسیرهای مولکولی کلیدی دخیل در سازوکار  های ژنی را روشن می بندی دینامیک پاسختنها زماناین نتایج نه   .دهدیم

های کارکردی آتی و توسعه راهبردهای اصلاای ژنتیکی  کند و بستر ارزشمندی برای تحلیلاساسیت ر م مورد مطالعه را بر سته می

   .(۳د )شکل آورفراهم می

تحلیل ترانسکرینتومی ر م اسا  سیط نشان داد که  ندین ژن کلیدی   :های کلیدی در حساسیت رقم سیبژن

 به   پاسخ  در  معنی داری  بسیار  بیان  تغییر  پاتوژن،-های دفاعی، سنتز لیگنین، متابولیسم ثانویه و تنظیم تعامل میزبانمرتب  با پاسخ

 |log₂FC|) ، میدار تغییر بیان(padj < 0.05) های مورد بررسی بر اسا  معناداری آماریژن. داشتند N. ditissima با آلودگی

کننده من ی دفاع گیاه  عنوان تنظیمکه به  MLO6ها، در میان این ژن .شده انت ا  شدندو تعل  به مسیرهای دفاعی شناخته  (1 ≤

 = log₂FC ؛15در روز    log₂FC = +2.49   ،padj ≈ 2.46 × 10⁻¹⁰د )شود، افزای  بیان  وی و پایدار نشان داشناخته می 

+2.84   ،padj ≈ 1.21 × 10⁻¹⁴   های خانواده  ین الگوی بیان با مطالعات پیشین درباره نی  ژن( ا۳0در روزMLO    در افزای

اسا  مرتب   ورود و پیشرفت بیماری در ر م    تسهیلتواند با  و می   (Kusch et al., 2017) خوانی داردها هماساسیت به پاتوژن 

در   CAD (log₂FC = −1.50   ،padj = 0.0001 های دخیل در سنتز لیگنین و تیویت دیواره سلولی شاملدر میابل، ژن . باشد

(  ۳0در روز  log₂FC = −1.20  ،padj ≈ 1.07 × 10⁻⁶؛ 15در روز  log₂FC = −0.68 ،padj ≈ 0.025) LAC1( و ۳0روز 

شته باشد.  تواند با مسیرهای مرتب  با تیویت دیواره سلولی همبستگی دان کاه  بیان می  ور معناداری کاه  بیان داشتند. ایبه 

در روز    log₂FC = −1.50  ،padj ≈ 3.87 × 10⁻⁶د )کاه  بیان  ابل تو هی نشان دا    ATMRP5دهندههمچنین، ژن انتیال

،  log₂FC = −1.2ت )برداری کاه  بیان داشمرتب  با متابولیسم ترکیبات فنولی نیز در هر دو زمان نمونه   ATOMT1و ژن( ۳0

padj ≈ 0.037    ؛15در روز log₂FC = −1.3   ،padj ≈ 0.0038    ژن دفاع آنزیمی(.  ۳0در روزCHIB1   ای( نیز )کیتیناز پایه

 log₂FC = −1.34   ،padj ≈ 2.93 ؛ 15در روز    log₂FC = −0.69    ،padj ≈ 0.008کاه  بیان نشان داد ) داری ور معنی به 

 × GLT1  (log₂FC = −1.53   ،padj = 8.85ل  های مرتب  با پاسخ به استر  شامعلاوه بر این، ژن  (. ۳0در روز    10⁻¹⁰ ×

تواند  که می  کاه  بیان  وی نشان دادند،( ۳0در روز   RD2 log₂FC = −1.26  ،padj = 3.21 × 10⁻²²( و۳0در روز   10⁻¹⁵

و   MLO6 زمان افزای  بیان ژندر مجموع، الگوی هم.  بیانگر ت اوت در تنظیم مسیرهای پاسخ به استر  در ر م اسا  باشد

،  CAD  ،LAC1  ،ATMRP5  ،ATOMT1  ،CHIB1)  های مرتب  با سنتز لیگنین، متابولیسم ثانویه و دفاع آنزیمی کاه  بیان ژن 

GLT1   وRD2   )ها با اساسیت ر م مورد مطالعه  دهد که تغییرات بیان این ژنبا معناداری آماری بالا تأیید شد. این نتایج نشان می
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ها در بروز اساسیت نیازمند مطالعات عملکردی تکمیلی است.  د. با این اال، نی  علیتی این ژننهمبستگی دار  N. ditissimaبه

های اصلاای آینده مورد تو ه  رار  برای توسعه نشانگرهای مولکولی میاومت در برنامه ی  عنوان کاندیداهایتوانند به ها میاین ژن

 .گیرند

 

 یهامربوط به نمونه   ب یترتبه(  C( و )  A( ،)B: ) شدهاستخراج RNA ارزیابی کیفیت و یکپارچگی.  1شکل  

RNA ی می باشند روز پس از آلودگ ۳0و  15، 5شده در استخراج 
 Figure 1. Assessment of RNA quality and integrity. Panels (A), (B), and (C) correspond to 

RNA samples extracted at 5, 15, and 30 days post inoculation, respectively 
 

 (FDR<0.05) " پریما" حساس . ژن های متفاوت بیان شده در سه نقطه زمانی در رقم 1جدول 

Table 1. Differentially expressed genes at three time points in the susceptible cultivar 

‘Prima’ (FDR<0.05) 
 روز بعد از آلودگی ۳0

30dai 

 روز بعد از آلودگی 15

15dai 

 روز بعد از آلودگی 5
*5 dai 

 

ژن های کاه   
 بیان شده
Down-

regulated 

genes 

ژن های افزای   
 بیان یافته

Upregulated 

genes 

ژن های کاه  بیان  
 شده

Down-

regulated 

genes 

ژن های افزای   
 بیان یافته

Upregulated 

genes 

ژن های کاه  بیان  
 شده

Down-

regulated 

genes 

ژن های افزای   
 بیان یافته

Upregulated 

genes 

 

2994 4002 1116 1578 0 0 

 

  

Days after inoculation
*  

 بحث

به بررسی پاسخ  به نام  های مولکولی ر م اسا  این مطالعه  با    "پریما"  سیط    .پرداخته است   N. ditissimaبه آلودگی 

عمدتاً در مراال بعدی ع ونت    "پریما"در    این پاتوژنهای این پژوه  نشان داد که تغییرات بیان ژن مرتب  با پاسخ به آلودگی  یافته

تغییرات   پنجم    روز پس از تلییح مشاهده شد، در االی که در روز  ۳0شود. بیشترین تعداد و شدت تغییرات بیان ژن در  آشکار می

A B C 
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گیرند،  های دفاعی در سطح ترنسکرینتومی به تدریج و با پیشرفت ع ونت شکل می دهد پاسخنشان می که    شناسایی نشدی  معنادار

  .دهی هورمونی رخ دهندای یا سیگنالتر مههای اولیه ممکن است در سطوح دیگر مانند تنظیم پسهر ند پاسخ

 

 

                                     
 

رقم    ازنمونه    18  با  (DESeq2) ژنهای دارای بیان افتراقیبر روی   (PCA) های اصلیتحلیل مؤلفه .  2شکل  

شاهد   که  "پریما"  سیب تیمار  تلقیح  (control) شامل  باو  زمان    N.ditissima  (infection)  شده  سه  در 

ای فیروزه   رنگ های آلوده با  قرمز و نمونه   رنگ های شاهد با  نمونه .   روز پس از تلقیح  ۳0و    15،  5برداری  نمونه 

داده شده  اولنمایش  مؤلفه  داده ۶2٪ (PC1) اند.  واریانس کل  را توضیح میاز  دهد و عمدتاً جداسازی  ها 

با توضیح   (PC2) دهد، در حالی که مؤلفه دومنشان می شاهد   در برابر ها را بر اساس وضعیت آلودگینمونه 

های  پوشانی نسبی نمونه کند. هم برداری را منعکس میاز واریانس، الگوی تغییرات وابسته به زمان نمونه   18٪

روز   در  آلوده  و  پروفایل   5شاهد  شباهت  ابیانگر  مراحل  در  ژنی  بیان  که  های  حالی  در  است،  آلودگی  ولیه 

قابل مشاهده می با تغییرات تدریجی پاسخ میزبان به عفونت    ۳0و    15ها در روزهای  تر نمونهجداسازی واضح 

 باشد. 

Figure 1. Principal component analysis (PCA) performed on differentially expressed genes 

identified by DESeq2 using 18 samples of an apple cultivar (Prima), including control and 

Neonectria ditissima–infected tissues, collected at 5, 15, and 30 days post-inoculation (dpi). 

Control samples are shown in red, whereas infected samples are shown in turquoise. The 

first principal component (PC1) explains 62% of the total variance and primarily separates 

samples according to infection status (infected vs. control), while the second principal 

component (PC2) accounts for 18% of the variance and reflects temporal changes associated 

with sampling time. The substantial overlap between control and infected samples at 5 dpi 

indicates similar gene expression profiles at early stages of infection, whereas clearer 

separation at 15 and 30 dpi is consistent with progressive host transcriptional responses to 

pathogen infection. 
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نتایج در سه دسته  .    2  های با بیان افتراقی در سطح برای ژن  Gene Ontology (GO) بندی اصطلاحاتطبقه   .۳شکل  

 .اندخلاصه شده   و فرآیندهای زیستی سلولی اجز ی، اشامل عملکرد مولکول GO اصلی

Figure 3. Gene Ontology (GO) classification of differentially expressed genes at level 2. The 

results are summarized into the three main GO categories: molecular function, cellular 

component, and biological process. 
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نشان   "پریما"تغییر بیان معناداری در ر م اسا      GLT1 (Glutamate Synthase 1)های مورد بررسی،  در میان ژن

 GLT1 . از آنجا کهمی باشد   N. ditissimaداد که بیانگر درگیری مسیرهای مرتب  با متابولیسم نیتروژن در پاسخ به آلودگی با  

دهنده  تواند نشان شود، تغییر بیان این ژن میهای کلیدی در  رخه گلوتامات و تنظیم تعادل نیتروژن سلولی محسو  می یکی از آنزیم

را   یمعنادار  انیکاه  ب  نیز RD2 ژن.   (Qiu et al., 2022)  بازتنظیم مسیرهای متابولیکی میزبان در شرای  تن  زیستی باشد

به    اهیدر پاسخ گ  لیدخ   یعنوان ا زابه   RD (Responsive to Dehydration) خانواده  یها. ژن دادنشان    یدر پاسخ به آلودگ

تنظ  شوند ی شناخته م  یستیرزیو غ  یستیز  یهاتن  اس  ریاز  مله مس  ، یدفاع  یدهگنالیس  یرهایمس  ی برخ  م یو در  به    د ی وابسته 

ژن در    نیاز مشارکت ا  ،یماریب  شرفتیپ    یبا افزا RD2 انیکاه  ب  یزمانهم (.  Ding et al., 2013) نی  دارند   ک،یلیسیسال

با (  ATOMT1, CAD, LAC1)  های مسیر بیوسنتز لیگنین  کاه  بیان ژن  .کندیم  تیاما N. ditissima به  زبانیپاسخ م

آنزیمی کلیدی در تولید واادهای لیگنین است و کاه    CAD . ژننشان دادهمبستگی     N. ditissimaبه    "پریما"  ساسیت ر م  ا

   ATOMT1و  CAD  ،LAC1زمان در سه ژن  بیان آن ممکن است با تغییرات ساختاری دیواره سلولی همراه باشد، اختلال هم

به شانکر اروپایی   "پریما"های سلولی را کاه  داده و تا ادی اساسیت ر م  ممکن است یکنار گی ساختاری و دفاع شیمیایی دیواره

شود.  مهم خانواده کیتینازها، ب شی از سد دفاعی شیمیایی گیاه محسو  می   اعضایعنوان یکی از  به   CHIB1ژن    .را توضیح دهد

اند که افزای  بیان  ها نشان دادهکند. پژوه ها، نی  کلیدی در مراله اولیه دفاع ای ا میاین آنزیم با ت ریط دیواره سلولی  ارچ

در سطح   کاه بیانگر  که این مطالعه    (Haxim et al., 2022ت )زا همراه اسهای بیماریهای کیتیناز با میاومت بیشتر به  ارچژن

ابتدا به   MLOخانواده  نشان داد که می تواند با اساسیت این ر م هم خوانی داشته باشد.    را بیان ترنسکرینتی این ژن   عنوان  در 

.  شودی م  یماریب  نیبه ا  داریمیاومت پا  جادیشناخته شدند و اذ  عملکردشان اغلط باعث ا  یپودر  دکیبه س   تیاساس  یهالوکو 

  ه از  مل   یمتنوع  یندهایخانواده در فرآ  نیاند که انشان داده   ریو مطالعات اخ  ستین  دکیها محدود به س   MLOاال، نی     ن یبا ا

برنامه   ROS  یهاپاسخ   میو تنظ  یسلول  وارهید  ییبازآرا  ،یکولیوز  یی ا ابه  & Kuschدخالت دارند )  یسلول  شدهیزیرو مرگ 

Panstruga 2017)  . ژنMLO6      تغییر بیان معناداری در پاسخ به آلودگی با  "پریما"در ر م اساN. ditissima     .نشان داد

دهنده مشارکت این ژن در پاسخ مولکولی ر م تواند نشان زمان با پیشرفت ع ونت مشاهده شد که این موضوع میهم تغییر بیاناین 

  ی سلول  وارهید  ییبازآرا  ای  ROS  یهاپاسخ   ، یهورمون  یدهگنالی مانند س  ییندهایپژوه  فرآ  نی اسا  به پاتوژن باشد. هر ند در ا

الگو  یبررس  می ور مستیبه  اما    یتعادل پاسخ دفاع  میممکن است در تنظ  MLO6که    دهدیآمده نشان مدست به   انیب  ینشدند، 

در ر م     MLO6و   ATOMT1،CHIB1کاه  بیان سه ژن کلیدی    بنابرایننی  داشته باشد.    N. ditissimaدر برابر    زبانیم

هر یک از این می شود.  های ایمنی منجر  های شیمیایی و تنظیم پاسخزمان سدهای ساختاری، دفاعبه تضعیف هم "پریما"اسا   

عنوان سد فیزیکی و شیمیایی، ترتیط در سنتز و رسو  لیگنین به پوشان نی  دارند؛ به ها در مسیرهای دفاعی مت اوت اما همژن

زمان در این سه مسیر، اثر اختلال هم ه.هیدرولیز دیواره  ارچ و ت ریط ساختار پاتوژن، و تنظیم تعاملات میکروبی و تعادل ایمنی گیا

 نین الگوی  ندژنی   د.کنف می ور  ندلایه تضعیبه    N. ditissimaافزای من ی ایجاد کرده و توان دفاعی گیاه را در برابرهم
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از منظر کاربردی،   باشد.به شانکر اروپایی  "پریما"ساز اساسیت بالای ر م  سازوکارهای مولکولی و بیوشیمیایی زمینهبیانگرتواند  می

ها با که تعامل آنعنوان بیومارکرهای مولکولی برای غربالگری و انت ا  ار ام میاوم دارند، به شرط آنها ظرفیت بالایی بهاین ژن

د ت ارزیابی شود تا از بروز پیامدهای  های میاومت گیاه نیز به های ژنی همکار و اثرات  انبی ااتمالی بر رشد و سایر  نبهشبکه 

 د. ناخواسته پیشگیری گرد

   Neonectria ditissimaنشان داد که پاسخ ژنی به آلودگی با    "پریما" تحلیل ترنسکرینتومی ر م اسا   :  گیرینتیجه

 ,CAD, LAC1) های مرتب  با سنتز لیگنینکاه  بیان ژنیکه   ورهای کلیدی است. بهشامل تغییرات مش صی در بیان ژن

ATOMT1)    های کاه  بیان ژن همچنین  تواند با تغییرات در استحکام و یکنار گی دیواره سلولی همبستگی داشته باشد،  می

. این  داشته باشدهم وانی  می تواند  با اساسیت ر م   (MLO6, RD2) و تنظیم ایمنی (CHIB1) مرتب  با دفاع آنزیمی اولیه

ها دهنده تعامل پیچیده بین مسیرهای دفاعی و ساختاری در پاسخ به ع ونت هستند، اما نی  علیتی د ی  این ژن الگوهای بیان نشان 

ا لاعات عملکردی مانند فعالیت آنزیمی،   و نیازمند  های تکمیلی است،  های عملکردی و آزمای در اساسیت هنوز نیازمند بررسی

توانند به عنوان کاندیداهای شده میهای شناساییل، ژن. با این اامی باشدیا سیگنالیند هورمونی  ROS هایسطح لیگنین، پاسخ

برنامه و  مولکولی  توسعه نشانگرهای  برای  اینکه  بالیوه  بر  نظر گرفته شوند، مشروط  در  آینده  میاومت در مطالعات  های اصلاای 

های مرتب  ها  ار وبی اولیه برای درک ژنتر و با شواهد عملکردی انجام شود. این یافتههای گستردهها در  معیتاعتبارسنجی آن 

 .سازندهای تکمیلی را مش ص میکنند و مسیرهای ااتمالی برای بررسی با اساسیت به شانکر اروپایی فراهم می

با است اده از اعتبارات پژوهشی پژوهشگاه علوم  1/ص/849/0۳این پژوه  در  الط  رح پژوهشی شماره  :سپاسگزاری

همچنین   و تکنولوژی پیشرفته و علوم محیطی، دانشگاه تحصیلات تکمیلی صنعتی و فناوری پیشرفته، کرمان، ایران انجام شده است.

پروفسور هیلده نیبوم برای و  برای توالی یابی و کمک مالی در کاه  هزینه ها، دکتر لاریسا گوتاوسون    SiLifelabاز شرکت  

 .شودی م یتشکر و  دردانو بیورن کنداک که در آنالیزهای بیوان ومارتیکی کمک نمود  یساختار یارائه نظرها راای آزمای  و 
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