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شود، ایجاد میSclerotinia sclerotiorumکه توسط قارچ اسکلروتینیایی ریشه و طوقهپوسیدگی
هايیپاز ژنوتاستفاده. روددر ایران به شمار میآفتابگردان یقارچهايیماريبینتراز مهمیکی

یانبیزان، متحقیقیندر ا. کنترل آن استيهاروشترینياز اقتصادیکییماريمقاوم به ب
یپ هايدر ژنوت) TLP(ینشبه توماتینپروتئو ) PAL2(2لیاز آمونیافنیل آلانین يهاژن

LC106-CوRHA265یه يبا جدایآفتابگردان بعد از آلودگSSU53با ویماريقارچ عامل ب
اثر ژنوتیپ، زمان پس از آلودگی و که نشان دادیجنتا. شدیبررسReal time PCRروش

نتایج . معنی دار استTLPو PALزمان بر میزان بیان هر دو ژن × همچنین اثر متقابل ژنوتیپ 
48و 6بین دو ژنوتیپ در زمان هاي PALبرش دهی اثر متقابل نشان داد که در رابطه با ژن 

ساعت پس از آلودگی اختلاف معنی دار 48در TLPس از آلودگی و در رابطه با ژن ساعت پ
در مقایسه با ) LC106-C(در لاین مقاوم هاي مورد مطالعهبیشتر بودن میزان بیان ژن. وجود دارد

بر دخالت ژن هاي فوق در مقاومت جزئی آفتابگردان به ، تأییدي )RHA265(لاین حساس
-نتایج این پژوهش می.در سطح مولکولی استLC106-Cو مقاومت لاین بیماري اسکلروتینیا 

نژادي آفتابگردان براي تولید ارقام مقاوم به بیماري اسکلروتینیا مفید واقع هاي بهتواند در برنامه
.گردد

هاي کلیديواژه
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مقدمه

Helianthus(آفتابگردان با نام علمی annuus L.(ازیکی
بادام زمینی و کلزا،سویا،(روغنی دانهمهممحصولچهار

Cerboncini(می باشد ) آفتابگردان et al., روغن ). 2002
آفتابگردان به دلیل درصد بالاي اسید چرب لینولئیک، نداشتن 

ر برابر اکسیداسیون از کیفیتی مناسبی کلسترول و پایداري بیشتر د
Murphy(برخوردار است  et al., ویژه هاي زیستی بهتنش). 1994

از عوامل مهم کاهش هاهاي گیاهی ناشی از قارچبیماري
کهدنیامناطقتمامدر. محسوب می شوندعملکرد آفتابگردان 

Sclerotiniaهاي جنسگونهکشت آفتابگردان مرسوم است، 

sp.می باشد که می بیمارگرهاي پرآزار مطرحازیکیعنوانهب
کاهش % 100تواند میزان محصول را در شرایط محیطی مناسب تا 

Micic(دهد  et al., پوسیدگی اسکروتینیایی بیماري). 2005
غیرمستقیمبطوروعملکردکاهشباعثمستقیمآفتابگردان بطور

,Purdy(دانه آفتابگردان می شودکیفیتافتباعث 1979;

Huang & Hoes, 1980; Huang & Kozub, در ایران ). 1991
عامل اصلی کاهش محصول در ) یقه(اي ساقه آلودگی بخش پایه

,Davar(باشدبسیاري از مناطق تحت کشت آفتابگردان می

هابیماريازبا بسیاريمبارزهبرايروشترینمتداول.)2011
کنترل شیمیایی . استشیمیاییيهاکشقارچانواعازاستفاده

بیماري هایی که توسط قارچ هاي خاکزي ایجاد می شوند مشکل 
Weller(و گاه بی تاثیر است  & Cook, ایناز طرف دیگر).1983

باعث آلوده شدن محیط زیست و نیز ایجاد گونه هايموادگونه
یافتنجهتتلاش. شوندمیکشقارچبهمقاومزايبیماري
ازاستفادهمنجربهشیمیایی،ترکیباتبرايمناسبیجایگزین
ها شده استبیماريگونهاینبیولوژیککنترلمختلفروشهاي

)Ghorbani et al., 1991; Abdollahzadeh et al., 2006 .(
تکمیلی یک روشبه عنوانمی تواندمتحملارقامبکارگیري

به کاملاومتبا مقژنوتیپیتاکنونامااستفاده قرار گیرد مورد
Bert(استگزارش نشدهبیماري et al., این امر بخاطر ).2004

Davar(استبیماريبهمقاومتنتیکژبودنکمی et al., 2010.(
همانطور که بیمارگرها سعی در استثمار گیاهان زنده دارند گیاهان 

توسعه و تکامل سیستم هاي دفاعی براي جلوگیري یا صدددرنیز 
-رابر حمله بیمارگرها هستند و در این رابطه استراتژيتحمل در ب

این ها شامل دفاع هاي . هاي گوناگون توسعه یافته است
است که از تهاجم بیمارگرها ذاتی ساختمانی یا بیوشیمیایی 

جلوگیري کرده یا یک سري دفاع هاي ساختمانی و بیوشیمیایی 
محرك یکییادر مقاومت الق. ها استالقایی پس از حمله پاتوژن

، مقداریاینظر زمانرا ازیمارگربابردر بریاهگیدفاعيهاواکنش
Daayf(دهدیمیشچند برابر افزا et al., عوامل. )1997

هايینبنام پروتئییگزارشگرهایلهوسنکروتروف بهزايیماريب
ییشناسا)pattern recognition receptors: PRRs(الگو یصتشخ

ینازيشبه کهايینبه پروتئتوانیگزارشگرها منیاز اشوندیم
)Receptor-like kinases: RLKs ( اشاره کرد)Berrocal-Lobo &

Molina, -Host(اختصاصی میزبانین هايتوکس. )2008

specific toxins: HSTs (زایییماريبوسیله یکعنوان به
,Van Kan(شوندینکروتروف ظاهر مهايقارچیله يوسبه

یهو تجزین هاباعث سرکوب کردن توکسیتوتوکسین هاف). 2006
یستئیناز سیغنهايینپروتئازیگروهیاهاندر گ. شوندیها مآن

يهادر برابر قارچیکروبیضد میتاند که فعالشدهییشناسانیز 
یلهوسبههاینپروتئینایکهبطوردهندیاز خود نشان مینکروتروف

یاهگیمنیباعث پاسخ ایاهدر گیرنفوذپذیاسفنجيغشایجادا
Aerts(شوندیم et al., هان باعث یاکه در گیگريعامل د. )2007

PDFژن شودمیهامقاومت به نکروتروف 1.2)Plant defensin

شود یمیمتنظیداسیکجاسمونيیلهوسکه بهباشدیم) 1.2
)Veronese et al., نقش یلناتهمراه با یداسجاسمونیک. )2004

کنندیمينکروتروف بازيهادر مقاومت به قارچیديکل
)Thomma et al., مولکولی،پیشرفت روش هايبا. )1998

وبیمارگرهابهمقاومتدردرگیرژن هايخصوصیاتمطالعه
& Grover(است آسان شدهمقاومتدردخیلسازوکارهاي

Gowthaman, اولین و کلیدي ازآمونیالیآلانینفنیلآنزیم). 2003
باراآلانینفنیل- Lباشد کهمیپروپانوئیدفنیلمسیرترین آنزیم
کندمیتبدیلاسیدسینامیکترانسوآمونیومیونبهدآمیناسیون

)Brooks et al., ولیگنین هاشامل(فنولیترکیباتبیشتر. )2005
وئیديپروپانفنیلمسیروجود دارند ازگیاهانکه در)لیگنان ها

بر رافیزیولوژیکیهاينقشازطیف گسترده ايوشوندمیسنتز
دیوارهها،فنولیکسایرولیگنینمریزاسیونپلی. دارندعهده 
.نمایدمیمحکموسخترفتن،تحلیلونفوذبرابردرراسلولی
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با میزانزیمـآننـایبیان در سطحاختلافدر اکثر مواقع، 
Xu(به بیماري در ارتباط استگیاهیکمختلفام ـارقحساسیت 

et al., هم PAL2ژنبیانتحقیقات گوناگون افزایشدر. )2010
PR)Pathogenesis-relatedژن هايبیانافزایشسو با

proteins (بوده استسلولیمرگسریعالقاينیزو)Fitzgerald

et al., از بعدیاهدر گیدهاو پپتهاینسري از پروتئیک).2004
یباتترکنیابیشتري ازکه تعداد شوندیمیانببیمارگرتماس با 

اثر برباهاییپروتئینچنین.دارندیکروبیمضدیتخاصیماًمستق
هاقارچها،باکتريبر علیهحفاظتبیمارگرها،سلولیغشايروي

Butler(کنندمیفراهمراهاویروسو et al., این). 2004
درموضعیصورتبههمسیستمیک وصورتبههمهاپروتئین

شوندمیبالاتري تولیدهايغلظتدرعوامل بیماري زاحملهطی
,Glazebrook(گیاه بر عهده دارندحفاظتدرمهمینقشو

PRهايپروتئینزایی،بیماريبامرتبطهايچنین پروتئین).1999

. اندگیاهیايهپروتئینازمختلفیگروهشاملشوند کهمیخوانده
ارتباطالقاییمقاومتبازاییبیماريباهاي مرتبطپروتئینوجود
Okushima(دارد et al., راهکار بیانحاضرحالدر).2000

توماتین از طریق شبهپروتئینمثلقارچی،ضدهايپروتئین
و سلولی می شودغشاءدراختلالباعثکهمهندسی ژنتیک

یابیماریزاعواملرويمستقیمسمیاثرهکهاییپروتئینهمچنین
ازهدف. استافزایشحالدرروزبهروزدارندآنهارشدکاهش
وPAL2هايژنتغییرات رونوشتمطالعهپژوهش،اینانجام
TLP)Thaumatin-like protein (هايژنوتیپدرLC106-Cو

RHA265يجدایهباشدهآلودهSSU53قارچS. sclerotiorum

.می باشد

هاروشومواد

بیماريعاملقارچجدایهوگیاهیمواد

با واکنش حساسیت RHA265و LC106-Cدو لاین 
براساس نتایج مطالعات قبل SSU53متفاوت به جدایه قارچ 

,Davar(انتخاب شدند  2011; Amouzadeh, بذر لاین ). 2012
) INRA(هاي انتخاب شده از موسسه تحقیقات آگرونومی فرانسه

سانتیمتري 20×60در گلدان هاي ژنوتیپ هابذور . تهیه گردید

گیاهان در شرایط کنترل شده . در محیط پیت ماس کاشت داده شد
و با %65درجه سانتی گراد، رطوبت نسبی 25±1با دماي 

ساعت به مدت شش هفته تا 12روشنایی / فتوپریود تاریکی
Schneiter(پرورش یافتند V6-V8مرحله  & Miller, 1981 .(

Potato(جدایه قارچ در محیط آگار دکستروز سیب زمینی 

Dextrose Agar, 39 gL-1, pH کشت و به اتاق تاریک با ) 6.0
هايگیاهچهتلقیح.درجه سانتی گراد منتقل شد25±1دماي 

مطابق با برگی،6-8مرحلهدربیماريعاملقارچباآفتابگردان
,Davar(در مزرعه الگوي طبیعی آلودگی بعد. شد، انجام)2011

میلی متر3قطربهقارچمیسیلیومازهاییدیسک،جدایهرشداز
دادهقرارگیاهانيساقهپایهدروقطعکلنیرشدبهرولبهاز

بهرطوبتحفظمنظوربهخیسپنبهوپارافیلمباساقهي پایه.شد
هاي صفر زماندر .گرفتقرارپوششتحتساعت72مدت

بعد از آلودگی با جدایه ساعت 48و 24، 12، 6، 3، )شاهد(
ها برداشت شد و در نیتروژن مایع به قارچی، از محل آلوده نمونه

ینچندیح،تلقییمنظور کنترل کارابه . منتقل شدند-80فریزر 
چند تا RHA265و LC106-Cهايیپشده از ژنوتیحتلقیاهگ

طرح مورد استفاده آزمایش .رشد داده شدندیحبعد از تلقروز
.گیاهچه بود6تکرار و هر تکرار شامل 3کاملا تصادفی با 

cDNAسنتزوRNAاستخراج

ي برگی با استفاده از محلول هانمونهاز RNAاستخراج 
طبق پروتکل ) شرکت سیناکلون، ایران(RNX-plusTMاستخراج 

بهابتدا نمونه گیاهی به طورخلاصه. شرکت سازنده انجام گرفت
. گرم در ازت مایع خرد و هموژنیزه شدیلیم100تا 50اندازه

به تیوپ حاوي پودر نمونه RNX-plusمیکرولیتر بافر 600سپس 
دقیقه 5ثانیه ورتکس کردن، به مدت 15تا 10اضافه شد و بعد از 

میکرولیتر کلروفرم به 200سپس . در دماي اتاق قرار داده شد
. دقیقه در روي یخ قرار داده شد15ل اضافه و به مدت محلو

بعد از . سانتریفیوژ گردید13000دقیقه با دور 15محلول به مدت 
بعد از . جدا کردن فاز رویی، هم حجم آن ایزوپروپانول اضافه شد

درجه سانتی -20دقیقه در دماي 30مخلوط کردن، نمونه به مدت 
12000دقیقه با دور 15سپس به مدت . گراد قرار گرفت

25شستشو و % 75سپس رسوب حاصل با الکل . سانتریفیوژ شد
میکرولیتر آب عاري از نوکلئاز به رسوب اضافه شد و در دماي 
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براي .دقیقه قرار داده شد10درجه سانتی گرد به مدت 59
استخراج شده از دستگاه RNAارزیابی کمیت و کیفیت 

. ژل آگارز یک درصد استفاده شداسپکتوفوتومتري و الکتروفورز 

Fermentas LIFEاز کیتcDNAبراي ساخت 

SCIENCE #K1621به طور خلاصه در تیوب . شداستفاده
میکرولیتر آب عاري نوکلئاز 5میلی لیتري به مقدار 2/0استریل 

استخراج شده به آن اضافه RNAمیکرولیتر 6سپس . ریخته شد
. به محلول اضافه شدdTگر الیگو میکرولیتر آغاز1سپس .گردید

درجه 65دقیقه در 5بعد از انجام سانتریفوژ پالسی، به مدت 
پس از سرد کردن محلول روي یخ، . سانتی گرداد قرار داده شد

، x5چهار میکرولیتر بافر واکنش . یک ورتکس نرم انجام گرفت
RiboLockTMیک میکرولیتر آنزیم  RNase Inhabitor)20u/µl( ،

و یک میکرولیتر ) میلی مولارdNTP)10میکرولیتر مخلوط دو 
RevertAidTMآنزیم M-MuLV Revers Transcriptase

(200u/µl)سپس سانتریفیوژ پالسی انجام . به محلول اضافه شد
محلول براي . شودگرفت تا تمام محتویات تیوب یک جا جمع 

درجه 70دقیقه در 5درجه سانتیگراد و به مدت 42دقیقه در 60
واکنش cDNAصحتبراي بررسی. سانتیگراد قرار داده شد

و ) NTC(الگوبدونمنفیکنترل، واکنش)-RT(کنترل منفی
. مثبت در نظر گرفته شدکنترلواکنش

Real-time RT-PCRواکنش

هاي هاي مورد مطالعه و ژنمربوط به ژنmRNAتوالی 
ه و آغازگرهاي اختصاصی هاي اطلاعاتی ذخیراز بانکنرمال کننده 

براي . طراحی شدFastPCRافزاربا استفاده از نرم) 1جدول(
چنین اطمینان از صحت دماي اتصال آغازگر و همبهینه سازي

براي هر ژن در حجم PCRمحصول تکثیري مربوط به هر ژن، 
میلی مولار، dNTP2/0برابر، PCR10میکرولیتر حاوي بافر 20

MgCl25/1 پیکومول از هر کدام از آغازگرها، 10مولار، میلی
رقیق نشده در cDNAه میکرولیتر پلیمراز و سواحد آنزیم5/0

الگوي دمایی . انجام گرفتاپندورفدستگاه ترموسایکلر
95در دماي DNAسازي اولیه شامل واسرشتPCRهايواکنش

سازي در چرخه شامل واسرشت35دقیقه و 2درجه به مدت 

بهینه شدهثانیه، اتصال در دماي30درجه به مدت 95دماي 
درجه به مدت 72ثانیه و بسط در دماي 30به مدت ) 1جدول(

. دقیقه بود5درجه به مدت 72ثانیه و سرانجام بسط نهایی در 40
درصد و بافر 8/1آگارز در ژلPCRالکتروفورز محصولات 

TBE اعت انجام شدس5/1به مدت 80نیم برابر در ولتاژ ثابت .
پس از . ها از اتیدیوم بروماید استفاده شدبراي رنگ آمیزي ژل

Real time PCRهاي اطمینان از صحت محصول تکثیري، واکنش

5/12تکرار بیولوژیک در حجم نهایی 2با در نظر گرفتن 
Maxima SYBERمیکرولیتر با استفاده از کیت

Green/Flourescein qPCR Master Mixق دستورالعمل بر طب
Rotor gene Q-Pureدستگاه در ) فرمنتاز، آلمان(شرکت سازنده 

Detection-Qiagen)از ژن . انجام گرفت) ، آمریکاکیاژنActinو
18s rRNAها استفاده دادهسازيلنرمابراي عنوان ژن مرجع به

ها،آغازگریو توالیراندازه قطعه قابل تکثتوجه بهبا . شد
. شدیینموردنظر تعيهاژنیرجهت تکثیزمانيهادوره
Realموردنظر در واکنش يهاژنیرجهت تکثیزمانهايدوره

time PCR95سازي ابتدایی آنزیم در دماي فعال: به صورت
95يدر دمارشته 2مرحله باز شدن ،دقیقه10درجه به مدت 

آغازگر یدنمرحله چسبیه، ثان15به مدت سانتی گراددرجه
،18SrRNAيبرایهثان30به مدت سانتی گراد درجه 60دماي(

ي توماتین برایهثان45به مدت سانتی گراد درجه 62دماي
)TLP(، ي فنیل برایهثان40به مدت سانتی گراد درجه 60دماي

به مدت سانتی گراددرجه57و دماي ) PAL(آلانین آمونیا لیاز 
شته مکمل هدف در رحله ساخت رو م)Actinي ژنبرایهثان45
، 18S rRNAيبرایهثان30به مدت (سانتی گراددرجه72يدما

، به PALيبرایهثان60، به مدت TLPيبرایهثان50به مدت 
در براي تکثیر چرخه40تعداد.بود)Actinيبرایهثان40مدت 

یمنحنReal time PCRپس از انجام واکنش . نظر گرفته شد
یاندر بییراتسنجش تغ.گردیدهر ژن رسم ذوب یو منحنیرتکث
& Livak(انجام گرفتct∆∆-2روشازاستفادهباهاژن

Schmittgen, 2001(.
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در ) TLP(و پروتئین شبه توماتین ) PAL2(2لیاز-آغازگرهاي اولیگونوکلئوتیدي مورد استفاده در مطالعه تغییرات رونوشت ژن هاي فنیل آلانین آمونیا-1جدول 
اسکلروتینیانوتیپ هاي آفتابگردان در پاسخ به قارچ عامل بیماري ژ

Table 1- Oligonucleotide primers used for studying gene expression profiling of phenylalanine ammonia-lyase and thaumatin-
like protein in sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes in response to Sclerotinia stem rot disease agent

بحثونتایج

به جدایهLC106-Cبراساس مطالعات فنوتیپی، ژنوتیپ 
SSU53مقاوم ولیRHA265باشد یمحساس به جدایه فوق

)Davar, 2011; Amouzadeh, واکنش لاین ها به جدایه ). 2012
به منظور . نشان داده شده است2قارچ عامل بیماري در جدول 

بررسی مقاومت ژنوتیپ به جدایه در سطح مولکولی بررسی بیان 
. جدایه انجام گرفت- در ترکیبات ژنوتیپTLPو PALهايژن

شده و نتایج واکنش کنترل ها بر استخراجRNAکیفیت 1شکل 
نشان RT-معمولا تکثیر باند در . روي ژل آگارز را نشان می دهد

دلیل بر NTCدر تکثیر باندعدموDNAدهنده ي آلودگی با
وجود . واکنش می باشداجزادرRNAیاDNAعدم آلودگی به 

رونویسیواکنشانجامدرستیبرباند در کنترل مثبت  دلیلی
نشان داده شده 2ها در شکل ذوب ژنیمنحن. می باشدسمعکو

. ه می باشدمحصول مربوطیرتکثیدرستاست که نتایج حاکی از 

دهد که اثر ژنوتیپ و مدت زمان یمیانس نشان وارجدول تجزیه 
از لحاظ آماري ) TLP(پس از آلودگی روي بیان ژن توماتین 

مان روي بیان نسبی ز× همچنین اثر متقابل ژنوتیپ . دار استیمعن
به همین دلیل برش دهی . می باشد) P≤0.05(دار یمعنTLPژن 

بر اساس نتایج برش دهی، ). 3جدول (اثرات متقابل انجام گرفت 
ی بررسموردساعت پس از آلودگی بین دو ژنوتیپ 48در زمان 
نتایج تجزیه واریانس داده هاي . دار وجود داردیمعناختلاف 

دهد تاثیر ژنوتیپ، زمان پس از نشان میPALمربوط به بیان ژن
PALزمان بر روي میزان بیان ژن × آلودگی و اثر متقابل ژنوتیپ 

نتایج برش دهی اثر متقابل . باشداز لحاظ آماري معنی دار می
در زمان PALزمان نشان داد که میزان بیان نسبی ژن × ژنوتیپ 

و LC106-C(پ ساعت پس از آلودگی بین دو ژنوتی48و 6هاي 
RHA265 (بطور معنی داري متفاوت است.

).به ترتیب از راست به چپ(ساعت بعد از آلودگی cDNA3صحتبررسیبراي PCRاستخراج شده و نتایجRNAکیفیت -1شکل 
Figure 1. Quality of extracted RNA and PCR results showing the accuracy of synthesized cDNA 3h after inoculations (from
right to left)

شماره دسترسی
Accession number

نام ژن
Gene
name

دماي اتصال
Annealing

temperature

طول قطعه تکثیري
Amplicon size

)3′به 5′(ر آغازگ
Primer (5’-3’)

DH0AC016ZD07FM1PAL6061
F: ACCTTCTCGCCGGTCAAGTA
R: ACCCGTTGTATCGGTTTGTGA

DH0AGB6ZC11RM1TLP6262
F: TTAAGCGCGAATTCAGCTAAAGT
R: GGAATGCTCGAATGTCAAGGTT

AF282624Actin57180-210
F: GCAGGGATGAGCACAATGT
R: CCCACCACTGAGCACACAATGT
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در گیاه آفتابگردان آلوده شـده بـا   Real time PCRهاي و اکتین در واکنش18SrRNA، پروتئین شبه توماتین، فنیل آلانین آمونیالیازهايهاي ذوب ژنمنحنی-2شکل 
).از بالا، سمت راست به چپ(یی یقه ساقه اسکلروتینیاپوسیدگیقارچ عامل بیماري

Figure 2. Temperature melting curves of thaumatin-like protein, phenylalanine ammonia-lyase, 18SrRNA and actin genes in
real time PCR in sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes infected by Sclerotinia stem rot disease agent (from right to left).

در شرایط کنترل شده Sclerotinia sclerotiorumقارچ عامل بیماري SSU53متوسط درصد نکروز در ژنوتیپ هاي آفتابگردان آلوده شده با جدایه -2جدول 
Table 2- Mean percentage of necrosis on sunflower genotypes inoculated with Sclerotinia sclerotiorum isolate SSU53 under
controlled conditions

لاین
Line

نوع
Type

منشا
Origin

)درصد(SSU53واکنش به جدایه 
Reaction to SSU53 isolate (Percent)

RHA265Breeder Lineحساس74آمریکا
LC1064-CBreeder Lineجزیی(مقاوم 36فرانسه(

سانتیمتري 1درصد قسمت نکروزه و پوسیده در که به صورت زنی، سه روز پس از مایهجدایه قارچ عامل بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی ي آفتابگردان بهواکنش لاین ها
.ه استگیري شدبه صورت بصري اندازهساقه از پایه

Reaction of sunflower lines to basal stem rot disease isolate scored 3 days after basal stem inoculation based on the percentage
of the area exhibiting necrosis symptoms on 1 cm of the stem base and all around it.
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در RHA265و LC106-Cهـاي  در ژنوتیپـ ـ) TLP(و پـروتئین شـبه تومـاتین    ) PAL2(2هاي فنیل آلانین آمونیالیـاز تجزیه واریانس تغییرات رونوشت ژن-3جدول
قارچ عامل بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی یقه ساقهSSU53پاسخ به جدایه 

Table 3. Analysis of variance for transcript variations of phenylalanine ammonia-lyase and thaumatin-like protein genes in
sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes (RHA265 and LC106-C) in response to SSU53 isolate of Sclerotinia basal stem
rot disease agent.

منابع تغییرات
Source of variance

درجه آزادي
df

TLPپروتیئن شبه توماتین2PALفنیل آلانین آمولیاز

MSP-valueMSP-value
031/0*014/01514288518*115/4601ژنوتیپ 

010/0*010/01431518923*450/3157زمان
010/0*003/01425696944**493/4328زمان×ژنوتیپ 

166/6ns910/034380ns990/0ساعت بعد از آلودگی3
002/018840ns993/0**140/3121ساعت بعد از آلودگی6

196/2304ns059/077/863ns998/0ساعت بعد از آلودگی12
118/2ns948./031911497ns910/0بعد از آلودگیساعت24
0003/0*001/072138330713**106/0ساعت بعد از آلودگی48

یپدو ژنوتدر پاسخ به آلودگی در هر PALمیزان بیان ژن 
LC106-C وRHA265    در ساعت هاي پـس از آلـودگی افـزایش

ی مشـاهده  پـس از آلـودگ  ساعت 6بیشترین میزان بیان ژن . یافت
خود رسید شـروع  حدمیزان بیان ژن بعد از اینکه به بیشترین . شد

ساعت پس از آلودگی افزایش 48به کاهش نهاد و مجددا در زمان 
در پاسـخ بـه آلـودگی بـا     PALمشابه با این، میزان بیان ژن . یافت
ساعت پس از مایـه زنـی   12در گندم ) Puccinia triticina(زنگ 

خ بیـان ژن پـس از زمـان اوج کـاهش یافـت و      افزایش یافت و نر
ســاعت همزمــان بــا تشــکیل هوســتوریوم و 48مجــددا در زمــان 

Asghari(انشعابات میسیلیومی قارچ افزایش یافت  et al., 2013 .(
) PAL)PvPALاسکلروتینیا بیان ژن -همچنین در پاتوسیستم لوبیا

ــدي را نشــان داد   ــین رون Oliveira(حــدودا چن et al., 2015 .(
احتمالا دلیل افزایش ثانویـه بعـد از کـاهش بیـان، ایجـاد عفونـت       
ثانویه در گیاه همزمان با انشعابات شـبکه میسـلیومی قـارچ باشـد     

)Asghari et al., مقاوم در زمان یپژنوتمیزان بیان ژن در ). 2013
48حسـاس و در  یـپ ژنوتبرابـر  166ساعت پـس از آلـودگی   6

میـزان بیـان ژن   ). 4شـکل (آن بـود  برابر 8ساعت پس از آلودگی 
PAL مقاوم یپژنوتدر این پژوهش درLC106-C   در مقایسـه بـا
به طور معنی داري افزایش یافـت کـه   RHA265یپ حساس ژنوت

این نتایج نشان دهنده ي نقـش مثبـت ایـن ژن در مقاومـت گیـاه      
نقش مهمـی PALآنزیم. آفتابگردان به قارچ اسکلروتینیا می باشد

دردخالـت طریـق ازگیاهـان در مقابـل بیمارگرهـا   تمقاوم ـدر
فعالیـت کهفنیل پروپانوییدهاوساخت ایزوفلاونوییدهامسیرهاي

تعیـین وکلیـدي آنزیماولینPAL.کندیمایفا فیتوالکسینی دارند
اصـلی عملواستپروپانوئیدهافنیلتولیدمسیردر ابتدايکننده

تـرانس  بـه آنتبدیلونیل آلانینف-Lاسیدآمینهاززداییآن آمین
تـرین مهـم واولـین عنوانبهترکیباینکهباشدیماسیدسینامیک

شــود مــیشــناختهفنــولیترکیبــاتتولیــدمســیردرحــد واســط 
)Achnine et al., فعالیـت یجـه نتدرکـه هـایی متابولیت). 2004

PALندشومیيبندطبقهفنولیمشتقاتعنوانبهآیندوجود میبه
میزبان وساختاريي متعددي همچون شرکت در ترکیبهانقشو

پیـام دهـی،  مکانیکی آن، تشـکیل رنگدانـه و مسـیرهاي   محافظت
درمقاومـت ضـدمیکروبی و و نقشUVيهااشعهبرابردرمحافظ
 ـPAL.کنندیمبازيگیاهدرراقارچهاوتاآفمقابل درینهمچن

گیـاه سـلولی دیـواره فنلـی ادمودیگرولیگنین، سوبرینترکیبات
از جلـوگیري منظـور بـه این ترکیبـات . مشارکت می نمایدمیزبان

سـاختارهایی دربیمـارگر محل حملهدرقارچهايهیفگسترش
آناثـر و درPALبیـان افـزایش بـا . یابندیمپاپیلا تجمعهمچون
ش افزایهاتنشبرابردرمقاومت گیاهفنولی،ترکیباتمیزانافزایش

Wen(مـی یابـد    et al., هـاي دخیـل در   افـزایش بیـان ژن  ). 2005
افـزایش  منظـور هاي مقاومت بهمقاومت و دستکاري مولکولی ژن

تاثیر آنها در برابر طیف وسیعی از عوامل بیماریزا استفاده تجـاري  
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وZhanQuan. نمایـد از مهندسی ژنتیک را در گیاهان فراهم می
ZhanQuan(همکـاران  et al., زنـگ -گنـدم ترکیـب  در) 2009

اولیـه مراحـل در PALآنـزیم فعالیتمشاهده کردند که ياقهوه
الگـوي نتـایج بررسـی . ها افزایش می یابدPRازآلودگی سریعتر

بـا قـارچ   آلوده شـده گیاهاندرکهاستآنازحاکیPALژنبیان
اولیـه سـاعات درژنبیانافزایشعامل سفیدك سطحی در گندم، 

سـریعتر القـا سـبب ) ساعت پـس از آلـودگی  12(آلودگیازدبع
قارچرشدونفوذازکه این عملمی شودگیاهدرمقاومتهايژن
& Eichmann(نمایـد مـی جلـوگیري گیـاهی هـاي سـلول در

Hückelhoven, در ارقام مقـاوم و حسـاس   PALبیان ژن ).2008
ولی میـزان  دمشاهده شبرنج پس از آلودگی با قارچ عامل بلاست 

,Hao(ودبقاوم بیشتر مآن در ارقام  Powellدر مطالعه اي . )2009

Powell(همکارانو et al., اولیهمراحلدرراPALفعالیت) 2010

.زرد گزارش کردندزنگبا عاملآلودگیازپس

ــاتین  ــان ژن توم ــن  ) TLP(بی ــی داري در لای ــزایش معن اف
بیشترین میزان . روتینیا نشان دادمقاوم پس از آلودگی با قارچ اسکل

). 4شـکل  (ساعت پس از آلودگی با قارچ مشاده شـد  48بیان ژن 
در آخر مسیر سـنتزي قـرار دارنـد    PRاز آنجایی که پروتئین هاي 

این انتظار هم می رفت که توماتین در زمـان هـاي طـولانی تـري     
ساعت پس از آلـودگی میـزان افـزایش    48در . افزایش نشان دهد

در . برابـر لایـن حسـاس بـود    631اتین در لاین مقاوم تقریبـا  توم
صورتی که در لاین حساس در زمان هاي پس از آلودگی افـزایش  

بنـابراین بـه احتمـال    . آنچنانی در میزان بیان این ژن مشاهده نشـد 
در ژنوتیـپ مقـاوم در   ) TLP(زیاد افزایش بیان بیشتر ژن توماتین 
در ) TLP(نقـش ژن تومـاتین   مقایسه با ژنوتیپ حساس حاکی از

.مقاومت ژنوتیپ مقاوم به عامل بیماري قارچ اسکلروتینیا باشد

قـارچ عامـل بیمـاري پوسـیدگی     SSU53پس از آلودگی با جدایه RHA265و C-LC106هاي در ژنوتیپ) PAL2(2الگوي بیان ژن فنیل آلانین آمونیالیاز-3شکل 
.اسکلروتینیایی یقه ساقه

Figure 4. Expression profiling of thaumatin-like protein in sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes (RHA265 and LC106-
C) infected by SSU53 isolate of Sclerotinia basal stem rot disease agent.
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قارچ عامل بیماري پوسـیدگی اسـکلروتینیایی یقـه    SSU53پس از آلودگی با جدایه ي RHA265و LC106-Cهاي در ژنوتیپینشبه توماتژنیانبيالگو-4شکل 
ساقه

Figure 3. Expression profiling of phenylalanine ammonia-lyase gene in sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes
(RHA265 and LC106-C) infected by SSU53 isolate of Sclerotinia basal stem rot disease agent.

لیپید،دهندهانتقالپروتئینیا)TLP(پروتئین شبه توماتین 
PR-5متعلـق بـه خـانواده    دالتـون کیلـو 15-30مولکـولی وزنبا

ــن. اســت ــهخــانوادهای ــلب ــوالیشــباهتدلی ــاآمینواســیديت ب
جــنسقطبــینگیاهــامیــوهتومــاتینمــزهشــیرینهــايپــروتئین

Thaumatococcus danielliiــه ــنب ــامای ــدهن ــودخوان ــی ش م
)Velazhan et al., ذرتبـذر درزئومـاتین شناسـایی بـا ). 1999

آمـد  بدسـت گیاهـان درTLPقـارچی ضـد فعالیتمدركاولین
)Roberts & Selitrennikoff, میزبـان  ویژهها این پروتئین). 1990

زا ، حشرات و تحت شرایط تنشابیمارگرهبعد از حمله وهستند 
فشـار دراختلالافزایش بیان نشان می دهند و بدین ترتیب باعث

وهـا یـافتن یـون  جریـان کانـال، ایجـاد هاي قـارچ، سلولدرونی
مـرگ یـت نهادروخارج سلول هـا بهداخلازمختلفلیپیدهاي

Tobias(می گردنـد  بیماري زاعوامل et al., ایـن  ویژگـی ). 2007
بـا در حقیقـت پـروتئین  . اسـت گلوکونازي آنخاصیتتئین،پرو

. کنـد مـی کمـک گلوکانازهـا بهتـر عملکـرد بـه گلوکـان بهاتصال
بـه اتصـال بـا قـارچ دیـواره تشکیلطیقادرندهاTLPهمچنین 
سـبب القـا   هـا  TLP. شـوند دیوارهتشکیلمانعگلوکانواحدهاي

راخ در غشـا  سلول قارچی از طریق اختلال و ایجـاد سـو  در نشت 
باعث تاخیر در ایجـاد علائـم   و بدین ترتیب د نشوپلاسمایی می

Liu(دن ـگردزاي گوناگون مـی بیماري در برابر عوامل بیماري et

al., جوانـه ریسـه، رشدازممانعتتوماتین ها باهمچنین . )2010
صورتدرتندشیریسهتوسعهازجلوگیريهمچنینوزدن اسپور

میزبـان  سـلول درقـارچ توسـعه ورشـد از،اسـپور زدنجوانـه 
Chang(نمایند میجلوگیري et al., شـبه بررسی بیان ژن). 2008

مـورد هاي قـارچی آلودگیبهپاسخدرمختلفگیاهاندرتوماتین
محمدیان فارسانیتوسط کهپژوهشیدر. استگرفتهقرارمطالعه

Mohammadian Farsani(همکاران و et al., گیاهرويبر)2014
پاسخ به جدایه هاي قارچ عامل بیماري سـاقه سـیاه  در آفتابگردان

میـزان حسـاس ژنوتیپ هايدرکهمشاهده شدگرفتانجامفوما
شودمیمشاهدهبیشتربیماريعلائمویافتهکاهشTLPرونوشت 

عامـل  قـارچ برابردرجزئیبا مقاومتژنوتیپ هاییدرکهیدرحال
نتایج ایـن  باکهمی یابدافزایشهاژناینوشتبیماري، میزان رون
Fitzgerald(همکاران وFitzgerald. داردآزمایش مطابقت et al.,

گیـاه درراPR5قـارچی ضـد فعالیـت مطالعـاتی طـی ) 2004
فوزاریـوم وورتیسـیلیوم هـاي با قـارچ آلودگیطیآرابیدوپسیس

ازبعـد سـاعت 48ژنبیان ایـن در تحقیق ایشان. نمودندمشاهده
رونـد بعـد ورسـید اوج خـود بهعامل سفیدك پودريباآلودگی

بدنبالآنهاموثرشدنسرکوبدهندهنشاناینکهکاهشی نشان داد
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پـس از آلـودگی بـا قـارچ عامـل      در گندم.باشدمیمکینهتشکیل
ــیدگی ریشــه  ــاتین ) Fusarium graminearum(پوس ســطح توم
Zhu(افزایش نشـان داد  et al., همچنـین در لایـن مقـاوم    .)2012

گندم به زنگ قهوه اي در مقایسـه بـا لایـن حسـاس سـطح بیـان       
Hulbert(تومـاتین افـزایش نشـان داد     et al., 2007.(Molitorو

Molitorهمکاران et al., Puccinia-جودرپاتوسیستمدر(2011

indica)افـزایش بـالاي ژن   ) پـودري عامل بیماري فیدك سطحی
PR-5   در پژوهشـی  . نمودنـد را بعد از آلودگی بـا قـارچ مشـاهده

سبب القاي ژن تومـاتین  ) JA(نشان داده شد که جاسمونیک اسید 
(PR-5) گلوکاناز در گندم شده و بدین ترتیـب باعـث   3و 1و بتا

Jayaraj(ها می شود افزایش مقاومت به بیماري et al., در ). 2004
وتینیا مشخص شـد کـه سـطح    اسکلر-تحقیقی در پاتوسیستم کلزا

بیان ژن هاي درگیر در تشخیص عامل بیماري زا، آبشار پیام دهـی  
پروتئین کیناز فعال کننده میتوژن، تنظیم کننـده نسـخه بـرداري از    

، تشـخیص پیـام دهـی اتـیلن و جاسـمونیک اسـید،       WRKYنوع 
بیوسنتز پروتئین هاي مرتبط با دفاع و ایندولیک گلوکوزینولات در 

Wu(اوم بسیار بیشتر از لاین حساس است لاین مق et al., 2016 .(

نتیجه گیري
در لایـن  هـاي مـورد بررسـی   بیشتر بودن میزان بیـان ژن 

ــاوم  ــا ) LC106-C(مق ــاسدر مقایســه ب ــن حس ، )RHA265(لای
بر دخالت ژن هاي فوق در مقاومت جزئی آفتـابگردان بـه   تأییدي 

در سطح مولکـولی  LC106-Cبیماري اسکلروتینیا و مقاومت لاین 
نــژادي هــاي بــهتوانــد در برنامــهنتــایج ایــن پــژوهش مــی.اســت

مقاوم بـه بیمـاري اسـکلروتینیا    هیبریدآفتابگردان براي تولید ارقام
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Study of gene expression profiling of phenylalanine ammonia-lyase and thaumatin-
like protein in sunflower infected by Sclerotinia stem rot disease
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Abstract

Sclerotinia stem rot disease caused by Sclerotinia sclerotiorum is one of the most important diseases of
sunflower. The use of resistant genotypes is potentially an economically useful method for its control. In
this study, the expression level of the genes encoding phenylalanine ammonia-lyase 2 (PAL2) and
thaumatin-like protein (TLP) were measured in the LC106-C and RHA265 genotypes of sunflower
inoculated with SSU53 isolate of S. sclerotiorum by real time PCR technique. The results revealed that
transcript levels of both the PAL2 and TLP genes were significantly affected by genotype, time after
inoculation and genotype-time of inoculation interactions. In particular there were significant differences
between the expression of PAL in two genotypes 6 and 48 hours after infection. Concerning the
expression of the TLP gene, the maximum difference between two genotypes was observed 48 hours after
infection. The high expression level of studied genes in a resistant line compared to a susceptible one
confirms the involvement of these genes in partial resistance of sunflower to Sclerotinia stem rot disease.
It also confirms the resistance of LC106-C to the disease at the molecular level. The findings of this study
can be useful in sunflower breeding programs for producing cultivars resistant to Sclerotinia stem rot
disease.

Keywords: Necrotrophic fungi, oily sunflower, partial resistance, real time PCR, Sclerotinia rot.
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