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باشد که رشد و هاي قارچی مهم آفتابگردان میقه ساقه از بیماريیییاسکلروتینیایگبیماري پوسید
-و راستیبررسی مقاومت ژنوتیپ هاهدف از این پژوهش . دهدعملکرد محصول را کاهش می

هاي پیشین به انجام گرفته براي مقاومت به این بیماري در پژوهشQTLآزمایی صحت تجزیه 
هاي کد کننده در این پژوهش بیان ژن.باشدنژادي آفتابگردان میهاي بهمهمنظور استفاده در برنا

دخیل در مقاومت به بیماري در ) MYB Familyو AP2 Domain ،HD-Zip(عوامل رونویسی 
عامل بیماري SSU53آفتابگردان به جدایه) LC106-C(و مقاوم ) RHA265(هاي حساس لاین

.مورد ارزیابی قرار گرفتReal Time PCRروشا ب)Sclerotinia sclerotiorum(اسکلروتینیا
هاي حساس و کننده عوامل رونویسی مورد مطالعه در لاینیج نشان داد که میزان بیان ژن کدنتا

AP2طوري که میزان بیان ژن کد کننده عوامل رونویسی به . مقاوم آفتابگردان متفاوت است
Domain وMYB Family در لاین مقاومLC106-C در مقایسه با لاین حساسRHA265 به

AP2 Domainدهنده نقش مثبت عوامل رونویسی نتایج نشان.داري افزایش یافتطور معنی
در مکانیسم مقاومت گیاه آفتابگردان در پاسخ به آلودگی قارچ عامل اسکلروتینیا MYB Familyو

لاین مقاوم به بیماري اسکلروتینیا در تواند به عنوانمیLC106-Cطبق این نتایج، لاین . باشدمی
همچنین بیشتر بودن میزان بیان ژن در لاین مقاوم و کمتر بودن آن در . آفتابگردان معرفی گردد

انجام QTLلاین حساس نیز، خود تأییدي بر ارتباط صحیح بین فنوتیپ و نشانگر و صحت تجزیه 
نژادي آفتابگردان هاي بهتواند در برنامهنتایج این پژوهش می. هاي پیشین استگرفته در پژوهش

.براي تولید ارقام مقاوم به بیماري اسکلروتینیا مفید واقع گردد

اي کلیديهواژه
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مقدمه

Helianthus annuus(آفتابگردان  L. ( متعلقّ به تیره
باشد که زراعت آن در می) Asteraceaeا یCompositae(مرکبان 

گل، مصرف آجیلی و تولید روغن ییبه دلیل زیباسراسر جهان
Vollmann(گیرد انجام می et al., ارقام روغنی آفتابگردان ). 2010

بالا براي استحصال روغن مورد استفاده قرار به دلیل درصد روغن
آفتابگردان چهارمین منبع تأمین روغن خوراکی در دنیا . گیرندمی
,FAO/EBRD(باشد می به متعلّقSclerotiniaجنس ). 2010

Gulya(باشدمیSclerotiniaceaeخانواده  et al., و سه ) 1997
به S. trifoliorumو S. sclerotiorum ،S. minorگونه قارچی 

- علت انتشار گسترده، دامنه میزبانی وسیع و خسارت سنگین، مهم

روند هاي این جنس به شمار میترین گونهترین و شناخته شده
)Saharan & Mehta, & Boland(وسیع میزبانیدامنه). 2008

Hall, درقارچمدتطولانیبقاءومقاوماندام، توان تولید)1994
& Bardin(خاك  Huang, 2001Bolton, نیز تنوعو) ;2006
Davar(بیماري عاملمختلفهايجدایهژنتیکی et al., 2011( ،

دادهقرارگیاهیبیمارگرهايترینمهمازیکیدر زمرهراقارچاین
این بیمارگر در تمامی مراحل رشد آفتابگردان باعث . است

ایط آب و گردد و در شریپوسیدگی ریشه، ساقه، یقه و طبق م
کند هوایی مساعد براي آن، خسارت زیادي به محصول وارد می

)et al., 2015Amoozadeh et al., 2015; Emamgholi .( در تمام
اسکلروتینیا به عنوان مناطق دنیا که کشت آفتابگردان مرسوم است،

باشد کی از بیمارگرهاي بسیار آسیب رساننده به گیاه مطرح میی
Micic(درصد کاهش دهد 100ن محصول را تا تواند میزاکه می

et al., هاي قارچی مهم در ایران، اسکلروتینیا از بیماري). 2005
-که باعث کاهش رشد و عملکرد محصول میباشدآفتابگردان می

,Ershad(شود  شیوع و توسعه این بیماري در منطقه ). 1995
غرب کشور باعث کاهش سطح زیرکشت این محصول شده شمال
رسد که از وسعت خسارت در بعضی مواقع به حدي می. است

شودمزارع تحت کشت، عملاً محصولی برداشت نمی
)Emamgholi et al., ازیکی، متحملارقامبکارگیري).2015

باشد میییپوسیدگی اسکلروتینیابیماريمدیریتمهمهايروش
)Bert et al., 2004; Emamgholi et al., هیچ تاکنون ).2015

Bert(با مقاومت کامل به بیماري مشاهده نشده است یژنوتیپ et

al., 2004.(بودن وراثت مقاومت به بیماري یاین امر بخاطر کم
Davar(باشد می et al., هاي مختلف این اما ژنوتیپ). 2010

-محصول، سطوح متفاوتی از مقاومت در برابر بیماري را نشان می
,Hahn(دهند  هاي مولکولی، مطالعه وسعه روشبا ت). 2002

ها و هاي گوناگون درگیر در مقاومت به بیماريخصوصیات ژن
براي تولید . هاي دخیل در مقاومت تسهیل گردیده استمکانیسم

هاي گیاهان مقاوم به بیماري، علاوه بر شناسایی و درك نقش ژن
نیز هاي دفاعی گیاهان در برابر بیمارگرها مختلف، باید از مکانیسم

Grover(مطلّع بود  & Gowthaman, همانطور که ). 2003
بیمارگرها سعی در استثمار گیاهان زنده دارند، گیاهان نیز درصدد 

یا تحمل در يهاي دفاعی براي جلوگیرتوسعه و تکامل سیستم
هاي برابر حمله بیمارگرها هستند و در این رابطه استراتژي

Monaim(گوناگون توسعه یافته است  et al., به طور کلی ). 2011
درداتیو رایندهاي اکسیهاي زیستی و غیرزیستی فراتنش

ها ROSد یندها با تولین فرایکنند که ااهی القاء مییهاي گسلول
)Reactive oxygen species (شودیآغاز م)Heidarvand &

Maali Amiri, 2013 .(ROSسمیمحصولاتتنهاها نه
مولکولیهايسیگنالدر مسیربلکهستند،ههوازيهايمتابولیسم

هايتنشتحتفرایند رشديچندینهمچنین درکرده،عملنیز
سلول،شدهریزي مرگ برنامهپاتوژن،حملهغیرزنده مانندوزنده

وسنگینفلزاتگرما، نور شدید،سرما،خشکی،هايتنشپیري،
Kazemi Shahandashti(دارند مشارکتغیره et al., 2013 .(

دهیلسیگنامسیرهايکردنفعالبهمنجرسلولها درROSتجمع 
ر بر عوامل یتأثژن،بیانتنظیمباعثکه این نیزشوداختصاصی می

در نهایتگردد وپروتئین میفعالیتوسنتزدرسی و تغییریرونو
Dynowski(کندآماده میجدیدشرایطباسازگاريبرايراسلول

et al., 2008; Lohar et al., دفاعی واکنشالقايزماندر.)2007
شود،زا ایجاد میماريیهاي بکروارگانیسمیمحملهکه بر اثر

تعداديوفعال شدهمیزباندردفاعیهايژنازيامجموعه
فضايبهکهشوندیمسنتزمولکولی پایینوزنبامحلولپروتئین

Okushima(گردند یممنتقلسلولیبین et al., چنین ). 2000
عواملحملهدنبالزایی که بههاي مرتبط با بیماريپروتئین

PRهاي شوند، پروتئینمحیطی تولید میيهاتنشایزاماريیب

)Pathogenesis related proteins (ت یشوند که خاصنامیده می
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Stintzi(کروبی داشته یضدم et al., مقاومت القاییو با) 1993
Okushima(د دارنهمبستگی et al., 2000.(

رونویسی عواملتوسطبه شدتPRيهاپروتئینبیان
Zhang(گردد میتنظیمخاص et al., عوامل رونویسی از ). 2013
باشند هاي زنده میدر همه بافتژنبیانکنترلدرکلیدياجزاي

)Chew et al., عامل رونویسی در 1500الی 1300حدود ). 2013
ها ها در پاسخ به تنشش شده است که برخی از آنگیاهان گزار
Gof(نقش دارند  et al., 2013; Riechmann and Ratclife,

AP2هاياز میان عوامل رونویسی مختلف، پروتئین). 2000

Domain)Aharoni et al., 2004( ،WRKY)Mare et al.,

2004( ،MYB)Yamaguchi Shinazaki & Shinozaki, و ) 2005
HD-ZIP)Javelle et al., بارزترین نقش را در پاسخ به ) 2001

ها تاکنون چندین مطالعه در رابطه با بررسی بیان ژن. ها دارندتنش
و عوامل رونویسی دخیل در مقاومت به بیماري در آفتابگردان 

Mohamadian Farsani(انجام گرفته است  et al., 2014; Nouri,

2015; Hoshyardel et al., 2014; Alignan et al., 2006;

Darvishzadeh et al., در پژوهش حاضر، به منظور ). 2008
بررسی عوامل رونویسی دخیل در مقاومت به بیماري پوسیدگی 

-هاي فنوتیپی حاصل از اندازهآزمایی دادهو راستییاسکلروتینیا
آفتابگردان در مقابل قارچ عامل بیماري هاي گیري واکنش لاین

استفاده شده بودند QTLکه در تجزیه ییاسکلروتینیاپوسیدگی 
)Amoozadeh, 2012; Davar, دو لاین با واکنش ،)2011

حساسیت متفاوت انتخاب گردید و بیان عوامل رونویسی مرتبط با 
مورد ارزیابی قرار Real Time PCRمقاومت به بیماري با تکنیک 

.گرفت

هاروشومواد

ا جدایه قارچ عامل بیماريمواد گیاهی و آلودگی ب

آفتابگردان با واکنش RHA265و LC106-Cدو لاین 
قارچ عامل بیماري پوسیدگی SSU53حساسیت متفاوت به جدایه 

بر اساس ) Sclerotinia sclerotiorum(یی یقه ساقهاسکلروتینیا
,Amoozadeh(نتایج مطالعات پیشین انتخاب شدند  2012;

Davar, ها از مؤسسه تحقیقات آگرونومی فرانسه بذر لاین). 2011

)INRA (متري در سانتی20×60هايبذور در گلدان. تهیه شد
تکرار و هر 3محیط پیت ماس در قالب طرح کاملاً تصادفی با 

سپس گیاهان در شرایط . گیاهچه کشت شدند6تکرار شامل 
65گراد، رطوبت نسبی درجه سانتی25±1کنترل شده با دماي 

ساعت به مدت شش 12روشنایی /با فتوپریود تاریکیدرصد و 
,Schneiter & Miller(پرورش یافتند V6-V8هفته تا مرحله 

زمینی یا در محیط آگار دکستروز سیبیجدایه قارچ). 1981
PDA)Potato Dextrose Agar ( گرم در لیتر با 39به میزان

pH=6 تیدرجه سان25±1کشت و سپس به اتاق تاریک با دماي-
هاي آفتابگردان با قارچ عامل تلقیح گیاهچه. گراد منتقل شد

بدین منظور پس از رشد . برگی انجام شد6-8بیماري در مرحله 
متر از لبه رو میلی3به قطر یهاي میسیلیوم، دیسکجدایه قارچی

هاي ساقه گیاهان قرار داده به رشد کلنی قطع گردید و در پایه
ساقه با وبت جهت رشد قارچ، پایهبه منظور حفظ رط.شدند

هاي صفر سپس در زمان. پارافیلم و پنبه خیس  پوشانده شد
ساعت پس از آلودگی با جدایه48و 24، 12، 6، 3، )شاهد(

مایع به قارچی، از محل آلوده نمونه برداشت شد و در نیتروژن
ییمنظور کنترل کارابه . گراد منتقل شدنددرجه سانتی-80فریزر 

و LC106-Cهاي ح شده از لاینیاه تلقین گیح، چندیتلق
RHA265ن مدت یدر ا. ح رشد داده شدندیتا چند روز بعد از تلق

Davar(صورت واضح وجود دارد امکان مشاهده نکروز به et al.,

2010.(

cDNAو سنتزRNAاستخراج

ها با استفاده از محلول استخراج از نمونهRNAاستخراج 
RNX-plusTM)طبق پروتکل شرکت ) شرکت سیناکلون، ایران

پس از بررسی کمیت و کیفیت . گرفتسازنده و بر روي یخ انجام 
RNAشده، براي ساخت استخراجcDNAاز کیتFermentas

LIFE SCIENCE#K1621لولهبدین منظور در . استفاده شد
کلئاز میکرولیتر آب عاري از نو5، به مقدار يلیترمیلی2/0استریل 

1استخراج شده و RNAمیکرولیتر 6سپس . ریخته شد
پس از انجام یک . اضافه شدdTمیکرولیتر آغازگر الیگو 

دقیقه در دماي 5حاوي مواد به مدت لولهسانتریفیوژ پالسی، 
°C65حاوي مواد روي یخ، لولهپس از سرد کردن . قرار گرفت
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، x5فر واکنش میکرولیتر با4سپس . یک ورتکس نرم انجام گرفت
واحد RiboLockTM RNase Inhabitor)20میکرولیتر آنزیم 1

1و ) مولارمیلی10(dNTPمیکرولیتر مخلوط 2، )در میکرولیتر
RevertAidTM M-MuLV Revers(میکرولیتر آنزیم 

Transcriptase) (200حاوي مواد لولهبه ) واحد در میکرولیتر
حاوي مواد به لوله،وژ پالسیسانتریفیبعد از انجام. اضافه شد

C72°دمايدقیقه در5مدت و بهC42°دمايدقیقه در60مدت 
:سه واکنشcDNAسنتزبراي بررسی صحت. قرار داده شد
و کنترل مثبت ) بدون الگو(NTC، کنترل منفی -RTکنترل منفی 

با cDNAهمچنین جهت بررسی کیفیت . در نظر گرفته شد
موردنظر در فرایند S rRNA18 ،cDNAاي ژن استفاده از آغازگره

PCR تکثیر شد)Nouri, 2015.(

Real Time RT-PCRواکنش 

AP2(ک از عوامل رونویسی یان هر یمنظور مقایسه ببه 

Domain ،HD-Zip وMYB Family (با قارچ یدر اثر آلودگ
Darvishzadehشده توسطیطراحيماري، از آغازگرهایعامل ب

Darvishzadeh(و همکاران  et al., جدول (استفاده شد ) 2008
کرولیتر شامل یم5/12در حجم Real Time PCRواکنش). 1

Maxima SYBR Green/ Fluorescein qPCRمیکرولیتر 25/6

Master Mix (2X) ،5/0 میکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي
Forward وReverse)10میکرولیتر25/1، )میکرومولارcDNA

تکرار 3میکرولیتر آب عاري از نوکلئاز در 4و ) میکروگرم500(
با استفاده از Rotor gene Q-Pure Detection-Qiagenدر دستگاه 

گراد  و درجه سانتی95ه در یسازي اولقه واسرشتیدق15برنامه 
ثانیه 40گراد،درجه سانتی95ه در دماي یثان15چرخه شامل 40

-درجه سانتی72ه در دماي یثان50ودر دماي مختص هر آغازگر 

تکثیر و ی، منحنPCRهاي پس از اتمام چرخه. گراد انجام گرفت
هر ژن به دست آمد و با استفاده از منحنی ذوب يذوب برا

به منظور نرمال . د شدییدرستی تکثیر محصول مربوط به هر ژن تأ
s18از ژن Real Time RT-PCRهاي حاصل از نمودن داده

,Nouri() 1جدول (د یاستفاده گردین کنترل داخلعنوابه 2015.(

هاي آماريتجزیه

ΔΔCTبراي محاسبه میزان نسبی بیان ژن از روش 

)Pfaffl et al., نمونه ΔCT:به صورت زیر استفاده شد) 1981
CTژن مورد نظر در نمونه هدفCT= هدف کننده در ژن نرمال –

–مورد نظر در شاهدژن CT= نمونه شاهدΔCTنمونه هدف، 

CTکننده در شاهد،ژن نرمالΔΔCT-)ΔCT هدفنمونه–

ΔCT میزان بیان ژن در نمونه تیمار شده نسبت به .)شاهدنمونه
چرخه CTدر این روابط . محاسبه شدΔΔCT-2شاهد به صورت 

ها حاصل از میزان نسبی بیان ژنيهادادهه یتجز.باشدآستانه می
به دلیل نرمال نبودن . املاً تصادفی انجام گرفتبر پایه طرح ک

آماري با روش ناپارامتري ه یتوزیع اشتباهات آزمایشی، تجز
Brunner و همکاران)Brunner et al., هیتجز. انجام شد) 2002

میانگین تیمارها با استفاده از سهیها و مقاواریانس داده
SASافزارنرم .رسم شدندExcelنمودارها با. انجام گرفت9.1

Real Time RT-PCRآغازگرهاي اولیگونوکلئوتیدي مورد استفاده در-1جدول 

Table 1. Oligonucleotide primers used in Real Time RT-PCR

TM0C آغازگرForward وReverseنامعملکردژنشماره توالی
58F:CAAGAACTCGGCCAATTCGT

R:AGGAGTAGCAAGGCACCATCA
CX946549AP2 Domain transcription

factor
DH0AQA11ZA10RM1

58F:GCAGCACATCGAGGACATCA
R:GGATCGCACCTCGTGGTTT

CX946945HD-Zip transcription factorDH0AQA17ZH04RM1

60F:CCTCCCTGGCACATGAAGTT
R:CAAGCCGCTCCACTTCAAAG

CD850032MYB Family transcription
factor

DH0AC028ZC03FM1

5/58F:CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA′
R:ACACTTCACCGGACCATTCAA

AK05978318srRNA
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نتایج و بحث

به LC106-Cبر اساس مطالعات فتوتیپی انجام شده، لاین 
به جدایه ذکر RHA265مقاوم اما لاین SSU53جدایه قارچی 

,Amoozadeh(باشد یشده حساس م 2012; Davar, 2011 .(
ین هاي آفتابگردان روغنی به جدایه قارچ عامل واکنش فنوتیپی لا

ارایه شده 2در جدول ) Sclerotinia sclerotiorum(بیماري 
بر روي داده هاي بیان ژن انس ینتایج جدول تجزیه وار. است

دهد که اثر لاین روي نشان می) Wald)Wald-typeاساس آماره 
درصد1در سطح احتمال AP2 Domainبیان عامل رونویسی 

)P≤0.01 ( و روي بیان عامل رونویسیMYB Family در سطح
اثر مدت زمان پس از . دار استیمعن) P≤0.05(درصد 5احتمال 

در MYB Familyو HD-Zipآلودگی روي بیان عوامل رونویسی 
× اثر متقابل لاین . دار استیمعن) P≤0.01(درصد 1سطح احتمال 

روي بیان نسبی ) P≤0.01(درصد 1زمان نیز در سطح احتمال 
نتایج حاصل از آماره آنوا . دار استیمعنHD-Zipعامل رونویسی 

دهد که اثر لاین روي بیان عامل نشان می) ANOVA-type(تیپ 
زمان روي بیان × و اثر متقابل لاین AP2 Domainرونویسی 

درصد 5در سطح احتمال HD-Zipنسبی عامل رونویسی 
)P≤0.05 (باشد دار مییمعن) لازم به ذکر است در ). 2جدول

مواردي همچون آزمایش مذکور که حجم نمونه مورد مطالعه کم 

بر آنوا تیپ Waldانس بر اساس آماره یاست، تجزیه وار
)ANOVA-type ( برتري دارد)Shah & Madden, 2004.(

AP2 Domainان ژن کد کننده عامـل رونویسـی   یبيالگو

قـارچ عامـل   باآلودگیازسپRHA265و LC106-Cدر دو لاین 
نیایی یقه ساقه نشان داد که میزان بیـان  یماري پوسیدگی اسکلروتیب

در مقایسه بـا لایـن   LC106-Cاین عامل رونویسی در لاین مقاوم 
پس از آلـودگی  ساعت 24و 12هاي طی زمانRHA265حساس 

بیشترین و کمترین میـزان بیـان ژن در   . با قارچ افزایش یافته است
ساعت پـس از آلـودگی   48و 12هايلاین به ترتیب در زماناین

طـی  ) RHA265(میـزان بیـان ژن در لایـن حسـاس     . مشاهده شد
-بـه نظـر مـی   ). 1شکل (هاي پس از آلودگی تفاوتی نداشت زمان

بــا مقاومــت بــه بیمــاري AP2 Domainرســد عامــل رونویســی 
ان ی ـبيبا الگودر رابطه. اسکلروتینیا در آفتابگردان در ارتباط باشد

و LC106-Cدر دو لایـن  HD-Zipژن کد کننده عامل رونویسـی  
RHA265 نیا یمـاري اسـکلروت  یقـارچ عامـل ب  بـا آلـودگی ازپـس

بسـته بـه   HD-Zipان ژن کد کننده عامل رونویسـی  یده شد بهمشا
) RHA265(در لایـن حسـاس   .استزمان متفاوت -ترکیب لاین

افـزایش یافـت  دگی بـا قـارچ   ساعت پس از آلـو 3میزان بیان ژن 
ساعت از آلودگی، میزان بیان این ژن در 12پس از طی ). 2شکل (

.نشان دادکاهشیافته و در لاین حساس افزایشلاین مقاوم 

.Sقارچ عامل بیماري SSU53متوسط درصد نکروز در لاین هاي آفتابگردان روغنی آلوده شده با جدایه -2جدول  sclerotiorumرایط کنترل شده در ش
Table 2- Mean percentage of necrosis on oily sunflower lines inoculated with S. sclerotiorum isolate SSU53

لاین
Line

نوع
Type

منشا
Origin

درصد آلودگی
Percentage of inoculation

SSU53واکنش به جدایه 

Reaction to SSU53 isolate
RHA265Breeder lineحساس ℅74آمریکا)Susceptible(

LC1064-CBreeder lineجزیی مقاوم ℅36فرانسه)Partial resistance(
، آلودگیسه روز پس از ) Sclerotinia sclerotiorum(واکنش فنوتیپی ژنوتیپ هاي آفتابگردان روغنی به جدایه قارچ عامل بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی یقه ساقه 

.ه استگیري شدبه صورت بصري اندازهساقه سانتیمتري از پایه1درصد قسمت نکروزه و پوسیده در ورت که به ص
Phenotypic reaction of oily sunflower genotypes 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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ــدول  ــانس -3جـ ــه واریـ ــت تجزیـ ــرات رونوشـ ــن تغییـ ــی در لایـ ــل رونویسـ ــابگردانعوامـ ــاي آفتـ ــیهـ ــان روغنـ ــی زمـ ــه طـ ــورد مطالعـ ــف مـ ــاي مختلـ هـ

قارچ اسکلروتینیاSSU53پس از آلودگی با جدایه

Table 3. Analysis of variance for transcript factors variations in oily sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes in response

to SSU53 isolate of Sclerotinia sclerotiorum post inoculation times.

Wald-type statistic
منابع تغییراتلاینزمانزمانلاین 

Chi-SquaredfNChi-SquaredfNChi-SquaredfNdfDعوامل رونویسی
ns10/84ns93/14**38/7110AP2 Domain
**12/604**85/354ns21/0110HD-Zip

ns19/54**34/474*22/4110MYB Family

ANOVA-type statistics
منابع تغییراتلاینزمانزمانلاین 
F-valuedfNF-valuedfNF-valuedfNdfDعوامل رونویسی

ns44/088/2ns22/088/2*38/7195/3AP2 Domain
*41/1124/3ns03/524/3ns21/0161/4HD-Zip

ns22/172/2ns99/372/2ns22/4147/4MYB Family

dfD : درجه آزادي غیرشمارشی؛dfN :و ) 05/0(درصد 5دار در سطح احتمال معنی* ، )01/0(درصد 1احتمال دار در سطحمعنی** .درجه آزادي شمارشیns عدم معنـی-
.دار

سـاعت پـس از آلـودگی بـا     48و 24، 12، 6، 3آفتـابگردان روغنـی   RHA265و C-LC106هاي در لاینAP2 Domainالگوي بیان ژن عامل رونویسی -1شکل 
.S(قارچ اسکلروتینیاSSU53جدایه  sclerotiorum ( در مقایسه با شاهد)واحد محور عمودي یا ). گیاهان آلوده نشدهY :برابر.

Figure 1. Expression profiling of AP2 Domain in oily sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes (RHA265 and LC106-C)
3, 6, 12, 24 and 48 H post inoculation by SSU53 isolate of S. sclerotiorum compared to non inoculated plants. Y-axis unit:
Fold.
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سـاعت پـس از آلـودگی بـا جدایـه      48و 24، 12، 6، 3آفتابگردان روغنـی  RHA265و C-LC106هاي در لاینHD-Zipالگوي بیان ژن عامل رونویسی -2شکل 
SSU53قارچ اسکلروتینیا)S. sclerotiorum ( در مقایسه با شاهد)واحد محور عمودي یا ). ه نشدهآلودY :برابر.

Figure 2. Expression profiling of HD-Zip in oily sunflower (H. annuus L.) genotypes (RHA265 and LC106-C) 3, 6, 12, 24 and
48 H post inoculation by SSU53 isolate of S. sclerotiorum compared to non inoculated plants. Y-axis unit: Fold

سـاعت پـس از   48و 24، 12، 6، 3آفتـابگردان روغنـی   RHA265و C-LC106هـاي  در لایـن MYB Familyالگوي بیان ژن کد کننده عامل رونویسـی  -3شکل 
.برابر: Yواحد محور عمودي یا ). گیاهان آلوده نشده(ایسه با شاهد در مق) Sclerotinia sclerotiorum(قارچ اسکلروتینیاSSU53آلودگی با جدایه 

Figure 3. Expression profiling of MYB Family in oily sunflower (H. annuus L.) genotypes (RHA265 and LC106-C) 3, 6, 12,
24 and 48 H post inoculation by SSU53 isolate of S. sclerotiorum compared to non inoculated plants. Y-axis unit: Fold
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ان ژن کـد کننـده عامـل    ی ـبيطبق نتـایج حاصـل از الگـو   
پسRHA265و LC106-Cدر دو لاین MYB Familyرونویسی 

ژن در افـزایش بیـان   نیا، یماري اسکلروتیقارچ عامل بباآلودگیاز
بـا  پـس از آلـودگی  3در زمان اولیه یعنی RHA265لاین حساس 

). 3شـکل  (مشاهده شد و بعد از آن روند کاهشی نشـان داد  قارچ 
LC106-Cمیزان بیان این عامل رونویسی در لاین مقاوم در مقابل 

پـس از آلـودگی   ساعتRHA26512در مقایسه با لاین حساس 
ان ژن کـد کننـده   ی ـبعمومـا  . نیا افزایش نشان دادیبا قارچ اسکلروت
بـه غیـر از زمـان    (هـا  اکثر زماندر MYB Familyعامل رونویسی

بـر ایـن اسـاس    . باشـد در لاین مقـاوم بیشـتر مـی   ) ساعت3اولیه 
بـا مقاومـت بـه بیمـاري     MYB Familyاحتمالا عامـل رونویسـی   

همچنین میزان بیـان  . اسکلروتینیا در آفتابگردان ارتباط داشته باشد
 ـبـا ب MYB Familyعامـل رونویسـی    AP2ان عامـل رونویسـی   ی

Domainرسـد دو عامـل رونویسـی    به نظر می. مخوانی داشته
AP2 Domain وMYB Family     با افـزایش مقاومـت بـه بیمـاري

.اسکلروتینیا در آفتابگردان در ارتباط باشند

و AP2 Domainنرخ بیان ژن کد کننده عوامل رونویسـی  
MYB Family در لایــن مقــاومLC106-C در مقایســه بــا لایــن

 ـب. داري افزایش یافتمعنیبه طور RHA265حساس  ان ژن کـد  ی
زمـان  -نیز بسته بـه ترکیـب لایـن   HD-Zipکننده عامل رونویسی 

بیشترین میزان بیان عوامل رونویسی مورد مطالعـه در  . متفاوت بود
3ساعت و در لاین حسـاس طـی زمـان    12لاین مقاوم طی زمان 

طبق این نتایج، عوامـل  . ساعت پس از آلودگی قارچی مشاهده شد
بــالقوه در مکانیســم MYB Familyو AP2 Domainرونویســی 

بـا  . مقاومت آفتابگردان به آلودگی قارچی اسکلروتینیا نقش دارنـد 
ــاوم    ــن مق ــت لای ــد مقاوم ــه تایی در ســطح ) LC106-C(توجــه ب

توان از لاین فوق در تولیـد رقـم مقـاوم بـه بیمـاري      مولکولی، می
همچنین بیشتر بودن میـزان  . اسکلروتینیا در آفتابگردان استفاده کرد

بیان ژن در لاین مقاوم و کمتر بـودن آن در لایـن حسـاس، خـود     
QTLهاي فنوتیپی مورد استفاده در تجزیـه  تأییدي بر صحت داده

,.Amoozadeh(هـاي پیشـین   در پـژوهش  2012; Davar, 2011 (
به دلیل اینکه گزینش ژنوتیپی مقاومـت بـه  QTLشناسایی . است

توانـد در پیشـبرد   سـازد، مـی  مـی پذیرامکانی راجدایه هاي قارچ
.نژادي آفتابگردان حائز اهمیت باشدهاي بهبرنامه

درك بـراي ژنبیـان سـطح درجدایـه -ژنوتیـپ واکـنش 
دهدمینشانوباشدمیمهمهابیماريبرابردرگیاهپاسخمکانیسم

ه میزانچها،آنتعاملنیزوجدایهژنوتیپمیزبان،ژنتیکیزمینهکه
اسـت  قـرار داده تـأثیر تحـت آفتـابگردان گیـاه درراهـا بیـان ژن 

)Hoshyardel et al., گــزارش شــده اســت کــه عوامــل ). 2014
AP2 Domain)Aharoniرونویســـی  et al., 2004( ،MYB

)Yamaguchi Shinazaki & Shinozaki, HD-ZIPو ) 2005

)Javelle et al., هـا  تـنش بـه خدر پاس ـبـارزترین نقـش را  ) 2011
-و دسـتکاري مقاومـت ایجاددردخیلهايژنبیانافزایش.دارند
برابـر درهـا آنتـأثیر براي افزایشمقاومتهايژنمولکولیهاي

ژنتیکمهندسیازتجارياستفادهزا،عوامل بیماريازوسیعیطیف
Mohamadian Farsani(کنـد  مـی فـراهم در گیاهـان را et al.,

ها و عوامل رونویسی دخیل در ه با بررسی بیان ژندر رابط). 2014
مقاومت به بیماري در آفتابگردان تـاکنون مطالعـاتی انجـام گرفتـه     

2آمونیالیـاز آلانـین فنیلهايژنرونوشتدر بررسی تغییرات. است
)PAL2 (توماتین و پروتئین شبه)TLP (هاي آفتابگرداندر ژنوتیپ

شـد سیاه گـزارش  ساقهبیماريعاملقارچهايجدایهبهپاسخدر
جدایه،تأثیرتحتداريمعنیها به طوررونوشت این ژنکه سطح
Mohamadian(باشـد مـی جدایـه -ژنوتیـپ و اثر متقابـل ژنوتیپ

Farsani et al., و مقـاوم هـاي هـا، ژنوتیـپ  مطالعـه آن در. )2014
هـاي  رونوشـت ژن ازپـایین وبـالا سـطح دارايترتیببهحساس

مقاومتبارونویسی مرتبطعواملبیاندر مطالعه. مورد نظر بودند
عاملسهکه تظاهرشددر آفتابگردان گزارش سیاهساقهبیماريبه

ــی  MYB Familyو AP2 Domain ،WRKY Familyرونویس

نمـی  جدایه نشـان  -ژنوتیپمختلفترکیباتبینداريمعنیتفاوت
Hoshyardel(دهد  et al., هـاي ژنها تظاهردر مطالعه آن.)2014

ترکیبـات تمـام درMYB Relatedو HD-Zipعامل دوبهمربوط
بهبستهآنمیزاناماشد،سرکوبداريمعنیطوربهجدایه-ژنوتیپ
هـاي  در بررسی الگوي بیان ژن.بودمتفاوتجدایه-ژنوتیپترکیب

PAL وTLPقارچيهاجدایهبهپاسخدرهاي آفتابگرداندر لاین
بین PALکه در رابطه با ژن شداسکلروتینیا گزارش بیماريعامل

ساعت پس از آلودگی و در رابطه با 48و 6هاي دو لاین در زمان
داري از نظـر  ساعت پس از آلودگی اختلاف معنی48در TLPژن 

,Nouri(بیان وجود دارد PALطوري که سطح بیان نسبی . )2015
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166ساعت پس از آلـودگی بـه میـزان    6ن در لاین مقاوم در زما
برابـر بیشـتر از   8ساعت پس از آلـودگی بـه میـزان    48در وبرابر

نیـز در لایـن مقـاوم    TLPسطح بیان نسـبی ژن  . لاین حساس بود
توسـط  کهپژوهشی دیگردر. برابر بیشتر از لاین حساس بود631

Alignanمیـزان درتغییـر شناسـایی به منظور) 2006(همکارانو
جدایـه  بـه حساسومقاومهاي آفتابگردانلاینها درژنرونوشت

MP6ریزآرایـه تکنیکازاستفادهقارچ عامل بیماري ساقه سیاه با
عوامـل ودفـاعی هـاي پروتئینمرتبط با20cDNAگرفت، انجام

. شـد شناسـایی بیمـاري ایـن بـراي رسانیدر پیامدخیلرونویسی
Darvishzadehعواملگزارش کردند که بیان) 2008(همکارانو

-در پاسخ بـه جدایـه  MYB Relatedو AP2 Domainرونویسی 
مختلـف آفتـابگردان در ترکیبـات  سـیاه در سـاقه عاملهاي قارچ

بیان درتفاوتیکهحالی استاین در.متفاوت استجدایه-ژنوتیپ
در سایر مطالعات نیز نقش . مشاهده نشدHD-Zipرونویسی عامل

امل رونویسی در پاسخ سایر گیاهان به بیمـاري مـورد بررسـی    عو
و Zhangتــوان بــه مطالعــه از آن جملــه مــی. قــرار گرفتــه اســت

را کـه  GmERF3اشاره نمود کـه توانسـتند ژن   ) 2009(همکاران
باشد، از گیاه سـویا بـه گیـاه    میAP2/EFRنوعی عامل رونویسی 

ه گیرنده مقاومت قابـل  توتون انتقال دهند و مشاهده نمودند که گیا
و solanacearumRalstoniaتوجهی نسبت به بیماري باکتریـایی  

.دهدنشان میalternariaAlternataقارچی 

يگیرنتیجه

و AP2 Domainنتایج نشان داد که بیان عوامل رونویسـی  
MYB Family در لایــن مقــاومLC106-C در مقایســه بــا لایــن

-نتـایج نشـان  . داري افزایش یافتبه طور معنیRHA265حساس 

MYBو AP2 Domainدهنـده نقـش مثبـت عوامـل رونویسـی      

Family  ــارچی ــودگی ق ــه آل ــابگردان ب در مکانیســم مقاومــت آفت
عامل در مقابلLC106-Cبا تایید مقاومت لاین . اسکلروتینیا است

بـالقوه از لایـن   تـوان مـی در سطح مولکـولی،  بیماري اسکلروتینیا 

در اصـلاح نباتـات متـداول    هیبریـد مقـاوم   ارقام ولید در تمذکور
همچنین بیشتر بودن میزان بیان ژن در لاین مقـاوم و  . نموداستفاده 

کمتر بودن آن در لاین حساس، خود تأییـدي بـر صـحت تجزیـه     
QTLهاي پیشین گروه استانجام گرفته در پژوهش .

مهندسی ژنتیک از طریق جداسازي و انتقال ژن هاي موثر 
نقش مهمی در افزایش تحمل گیاهان به تنش هاي زیسـتی داشـته   

از آنجا که ژنتیک تحمل به اکثر تـنش هـاي زیسـتی کمـی     . است
است و تعداد زیادي ژن در کنترل آنها دخیل هستند انتقال و بیـان  
یک ژن عملکردي قادر به ایجاد تغییرات کامل در پاسـخ گیـاه بـه    

عوامـل  . در گیاه  نیسـت تنش ها و ایجاد تحمل در سطح مطلوب
رونویسی که در تنظیم مسیرهاي انتقال پیام و بیـان ژن هـا دخیـل    
هستند در گروه ژن هاي تنظیمی طبقه بندي می شوند و کاندیداي 

این عوامل . مطلوب براي انتقال و افزایش تحمل گیاهان می باشند
با عناصر تنظمی سیس موجود در ناحیه راه انداز ژن هـاي زیـادي   

در پاسخ به تنش ها اثربخش اند برهمکنش نشان داده و سـبب  که 
حاضـر  پـژوهش ن در بعد دیگر نتـایج ایبنابر. تنظیم آنها می شوند

آفتـابگردان بـراي تولیـد    مولکولینژاديهاي بهدر برنامهمی تواند 
و راه را بـراي کـاهش خسـارات    بودهارقام مقاوم به بیماري مفید 

.ابگردان هموار نمایدناشی از این بیماري در آفت

تشکر و قدردانی

نتایج این مقاله از طرح تحقیقاتی مصوب دانشگاه و بنیـاد  
، 76832/15قـرارداد بـه شـماره    (ملی نخبگان ریاسـت جمهـوري   

بدین وسیله از دانشکده . مستخرج شده است) 10/12/1394تاریخ 
فناوري دانشگاه ارومیه و بنیاد ملـی کشاورزي و پژوهشکده زیست

نمـودن امکانـات لازم   نخبگان ریاست جمهوري به خـاطر فـراهم  
از انسـتیتو  . گـردد براي انجام این پژوهش، تشکر و قـدردانی مـی  

تحقیقات آگرونومی تولوز فرانسه نیز به خاطر در اختیار قرار دادن 
.گرددهاي آفتابگردان تشکر میبذور لاین
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Sclerotinia basal stem rot disease in sunflower

Roghayeh Najafzadeh1, Reza Darvishzadeh2*, Aram Nouri3, Khadijeh Musa-Khalifani4

1. Postdoctoral, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Urmia University, and National Elites Foundation,

2. Professor, 3. M.Sc in Agricultural Biotechnology, 4. M.Sc. in Plant Breeding, Department of Plant Breeding and
Biotechnology, Urmia University, Urmia, Iran.
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Abstract

Sclerotinia basal stem rot is an important fungal disease of sunflower. It reduces growth and crop yield
worldwide. The aim of this study is identification of resistant lines and confirmation of the accuracy of
QTL analysis done for resistance to this disease in previous research in order for their use in sunflower
breeding programs. In this study the expression of transcription factors (AP2 Domain, HD-Zip and MYB
Family) responsible for resistance to disease was studied in susceptible (RHA265) and resistant (LC106-
C) sunflower lines challenged with Sclerotinia fungal isolate (SSU53) using Real Time PCR. The results
showed that the expression of the studied transcription factors is different in resistant and susceptible
sunflower lines. In particular, expression of the AP2 domain and MYB Family increased significantly in
resistant line LC106-C as compared to a susceptible one (RHA265). The results suggest a positive role of
AP2 domain and MYB Family in resistance mechanisms of sunflower plant in response to Sclerotinia
fungal disease. According to these results, the line LC106-C can be used as a resistant line for resistance
to Sclerotinia disease. In addition, the highest expression level of genes in the resistant line compared to
susceptible one confirmed the phenotypic data used in QTL analysis in our previous research. The
findings of this study should be useful in sunflower breeding programs for producing cultivars resistant to
disease.

Keywords: Sunflower, Gene expression, Sclerotinia basal stem rot disease, Resistance.
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