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)3/5/94:پذیرشتاریخ-6/8/93:دریافتتاریخ(

Phomaهاي قارچی آفتابگردان می باشد که عامل آن بیماريساقه سیاه از جمله مهمترین

macdonaldiiعوامل رونویسی هايدر این مطالعه، میزان تظاهر ژن. استHD-Zip،AP2
domain،MYB related،WRKY family وMYB family هاي ژنوتیپدرENSAT-B5

) MA6حساس به و MP8 ،MP10مقاوم به (AS613، )جدایه قارچ عامل بیماري3حساس به هر (
آفتابگردان بعد از ) MP8و حساس به MA6 ،MP10مقاوم به (M5-54-1ژنوتیپ جهش یافتهو 

کمی RT-PCRقارچ عامل بیماري و با روش MP10و MA6 ،MP8هايآلودگی با جدایه
، AP2 domainدر میان عوامل رونویسی مورد مطالعه، تظاهر سه عامل رونویسی. بررسی شد

WRKY family وMYB familyجدایه نشان - داري بین ترکیبات مختلف ژنوتیپتفاوت معنی
-در تمام ترکیبات ژنوتیپMYB relatedو HD-Zipعامل هاي مربوط به دوتظاهر ژن. ندادند

.جدایه متفاوت بود-جدایه به طور معنی داري سرکوب شد اما میزان آن بسته به ترکیب ژنوتیپ
MYB-RelatedژنسرکوبدرکاهشوHD-ZIPژنسرکوبدرداد که افزایشنتایج نشان

در این تحقیق، ایجاد. موثر استMP10وMP8هايجدایهبهAS613ژنوتیپمقاومتایجاددر
هايژنسرکوبکاهشباMP10وMA6جدایه هايبهنسبتژنوتیپ جهش یافتهدرمقاومت

HD-ZipوMYB relatedاستارتباطدر.

هاي کلیديواژه
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مقدمه

Helianthus annuus(آفتابگردان زراعی  L. ( گیاهی دو
ساله، با مسیر فتوسنتزي سه کربنه از شاخه پیدازادان پایه، یک

)Phanerogams( زیرشاخه نهاندانگان ،)Angiosperms( طبقه ،
و خانواده ) Asteracea(، تیره آستراسه )Dicotyledon(ها ايدولپه

این گیاه . کروموزوم استx2=n2=34با ) Helianteae(آ هلیانته
زراعی بیشتر بعنوان منبع پروتئین و روغن گیاهی در بسیاري از 

Hu(گردد کشورها کشت می et al. به علت آفتابگردان). 2010
وآبمختلفبا شرایطسازگاريوکوتاهرشدييدورهداشتن
مکوخشکنواحیدرکشتجهتمناسببه گیاهیهوایی،

,Rauf(استشدهتبدیلباران هاي علاوه بر تنش).2008
هاي گیاهی ناشی از بویژه بیماريزیستیهايغیرزیستی، تنش

عوامل قارچی از علل مهم کاهش محصولات کشاورزي در 
هاي مهم ساقه سیاه یکی از بیماريبیماري .باشدسراسر جهان می

ایجاد Phoma macdonaldiiبوسیله قارچ است کهدر آفتابگردان 
,Sackston(شود می هاي سیاه این بیماري باعث ایجاد لکه). 1992

30الی 10روي دمبرگ و طول ساقه شده و موجب کاهش 
-کاهش درصد روغن دانه میهمچنین باعث درصدي عملکرد و 

,Carson(شود  کهبویژه زمانیآفتابگردانمحصولکاهش). 1991
است بالابسیارشود،درس گیاهزوپیريموجبزابیماريعامل

)Debaeke and Peres, آلودگی با قارچ عامل همچنین . )2003
بیماري در رطوبت بالا و بعد از گلدهی بسیار شدید است 

)Gulya et al. اینمقاوم در مقابلهايژنوتیپازاستفاده). 1997
تاکنون .آن استکنترلهايروشتریناقتصاديازیکیبیماري،

ین ژنوتیپ آفتابگردان با سطوح مختلف مقاومت به این چند
، ولی هنوز ژنوتیپی با مقاومت کامل استبیماري مشخص شده

Roustaee(استنگردیدهشناسائی ساقه سیاهبیماريبه  et al.

2000a( . مطالعات اولیه نشان داده است که وراثت مقاومت به
ژنی چنده صورت و ببودهپیچیدهفوما در آفتابگردانبیماري

Roustaee(کنترل می شود  et al. 2000b( . قبلی در مطالعات
)Bert et al. 2004; Rachid Al-Chaarani et al. 2002(

QTL در ساقه سیاه براي مقاومت جزئی به بیماري هاي مختلفی
وراثت کننده وجودتائیداست که گردیدهآفتابگردان شناسایی 

.استچندژنی

ــا هــايژنخصوصــیاتمطالعــهمولکــولی،هــايروشتوســعهب
دردخیـل هايمکانیسموهابیماريبهمقاومتدردرگیرگوناگون
براي تولید گیاهان مقاوم به بیماري، . گردیده استتسهیلمقاومت

هاي مختلف باید بـا مکانیسـم   علاوه بر شناسایی و درك نقش ژن
پایـه بـر اهـان گیدربطور کلـی دفـاع  . دفاعی گیاهان نیز آشنا بود

ایـن . اسـت اسـتوار القـایی هـاي پاسـخ واولیـه دفاعیهايپاسخ
راهسـبب کـه بودهرسانیپیامهايشبکهآغازگراولیه،هايواکنش
Grover and(شـوند مـی سراسـري دفـاعی هـاي پاسـخ انـدازي 

Gowthaman, گیـاه دفاعیپاسخهايکنندهفعالجملهاز). 2003
ازتواننـد مـی کـه باشـد میRمقاومتهايژنبیانافزایشمیزبان
حساســـیت فـــوقواکـــنشالقـــاســـبببـــهپـــاتوژنرشـــد

)(Hypersensitive Responseبــامــرتبطهــايپــروتئینتولیــدو
جلـوگیري PR (Pathogenesis Related Proteins)زایـی بیمـاري 
SAاسـید سالیسـیلیک تولیـد کننـد و  (Salicylic acid)، واتـیلن

گیـاه دفـاعی هـاي پاسخهايکنندهفعالدیگرکه ازهافیتوالکسین
وسـلولی دیوارهاستحکامباعثهمچنینودادهافزایشهستند را

ایجـاد بهمنجرمجموعاًٌهاپاسخاین. گردندلیگنینتشکیلافزایش
مشخص . گرددمیزابیماريهايقارچبهمقاومتسطحافزایشیا

شدت توسط عوامل رونویسی ه بهاشده است که بیان این پروتئین
Zhang(شودخاص تنظیم می et al. عوامـل رونویسـی از   ).2013

کههاي زنده هستند اجزاي کلیدي در کنترل بیان ژن در همه بافت
کننـد  ها طی تکامل را تعیین میتنوع فنوتیپی و سازگاري ارگانیسم

)Chew et al. عامل رونویسـی در 1500الی 1300حدود ).2013
هـا  گیاهان گزارش شده است که برخی از آنها در پاسـخ بـه تـنش   

,Riechmann and Ratclife(نقـش دارنـد    2000; Gof et  al.

AP2هـاي پـروتئین از میـان عوامـل رونویسـی مختلـف،    . )2002

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

2004( ،MYB)Yamaguchi and Shinozaki, HD-ZIPو) 2005

)Javelle et al. هـا  بـارزترین نقـش را در پاسـخ بـه تـنش     ) 2011
تحقیقات مختلفی درباره نقش عوامل رونویسی در پاسخ به . دارند
در مطالعـه اي دیـزار و   . هاي مختلف صـورت گرفتـه اسـت   تنش

ــاران  ــروتئین ) 2005(همک ــن پ ــش ای ــاه  نق ــل گی ــا را در تحم ه
مطالعـات طبق .نمودندآرابیدوپسس در برابر تنش خشکی بررسی 

WRKYهـاي  مشخص شد که پروتئین)2004(چییولکر و سومس
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.هـا دارنـد  اي در مسیر پیام رسانی مقاومت بـه بیمـاري  نقش ویژه
که نـوعی  GmERF3بیان ژن ) 2009(نگ و همکاران همچنین، ژا

باشـد را در توتـون ترایخـت    مـی AP2/ERFاز فاکتور رونویسـی  
و مشاهده نمودند که گیاه تراریخت مـورد  مورد بررسی قرار دادند 

هـاي باکتریـایی و   بـل تـوجهی نسـبت بـه بیمـاري     انظر مقاومت ق
طبـق  .دهـد قارچی در مقایسه با تیپ وحشـی از خـود نشـان مـی    

مشـخص شـد کـه بیـان ژن     ) 2007(و همکـاران  مطالعات وانـگ  
هـا در  باعث مقاومت به بیماريWRKYمربوط به عامل رونویسی 

بـه  ) 2006(علیان و همکـاران  در تحقیقی که توسط . دشوبرنج می
هـاي  هـا در لایـن  تغییـر در میـزان رونوشـت ژن   منظور شناسـایی  

.Pقــارچ  MP6جدایـــهآفتــابگردان مقــاوم و حســـاس بــه    

macdonaldii20انجـام گرفـت،  با استفاده از تکنیک ریزآرایـه  و
cDNAدر هاي دفاعی و عوامل رونویسی دخیـل مرتبط با پروتئین

در مطالعـه دیگـري،   . گردیدبیماري شناسایی براي اینرسانی پیام
-HD(عامـل رونویسـی   سـه بیان ) 2008(زاده و همکاراندرویش

ZIP ،AP2 Domain وMYB ( در دو ژنوتیپ آفتابگردان را)M6-

سـاقه سـیاه   قـارچ عامـل   مختلف جدایه3که با ) AS613و54-1
)MA6،MP8 وMP10 (قـرار  مطالعـه  نـد را مـورد  تلقیح شده بود

بر اساس ژن کنتـرل  ) 2008(نتایج درویش زاده و همکاران . دادند
AP2 domainبیان دو عامل رونویسـی نشان داد کهActinداخلی 

متفـاوت  جدایـه -مختلـف ژنوتیـپ  اتدر ترکیبMYB-relatedو
مشاهده HD-Zipعامل رونویسیتفاوتی در بیانبوده در حالی که

، HD-ZIPبیان عوامل رونویسی از این تحقیق، بررسیهدف . نشد

AP2 Domain ،MYB-related ،MYB-familyوWRKY-family

MA6 ،MP8هـاي  جدایهبا آفتابگردان آلوده شدههاي در ژنوتیپ

.P(عامل بیماري قارچMP10و  macdonaldii( با استفاده ازRT-

PCR کمی و ژن کنترل داخلیeEFα1می باشد.

هااد و روشوم

قارچ عامل بیماريهايجدایهمواد گیاهی و 
ژنوتیپ مواد گیاهی مورد استفاده در این تحقیق شامل دو

ENSAT-B5 وAS613به همراه ژنوتیپ جهش یافتهM5-54-1

Darvishzadeh(آفتابگردان بودند که براساس مطالعات قبلی  et

al. و MA6 ،MP8هايواکنش متفاوت به جدایهداراي) 2007
MP10 با . )1جدول (باشند میقارچ عامل بیماري ساقه سیاه

ژنوتیپ حساس بوده و ENSAT-B5، ژنوتیپ 1توجه به جدول 
بسته به نوع جدایه مورد بررسی M5-54-1و AS16ژنوتیپ هاي 

یک لاین M5-54-1ژنوتیپ .داراي واکنش متفاوت می باشند
Single-seed)بذري تکک توسعه یافته با روش بالجهش یافته 

descent) نتاج در حال تفرق ژنوتیپ ازAS613 است که با اشعه
γدقیقه 5مدت ه بقبل از کشت ها بذور ژنوتیپ. تیمار شده بود

ضدعفونی شده و با آب درصد 6در محلول هیپوکلریت سدیم 
بذور در جعبه پلاستیکی با یک در مرحله بعد. شدندشسته مقطر

اس کشت شده و به اتاقک رشد با شرایط کنترل شده بستر پیت م
-درجه سانتی25و روزانه 18ساعت طول روز، دماي شبانه 14(

µEm-2شدت روشنایی گراد، s-1200600هاي که بوسیله لامپ
شدندمنتقل) درصد80الی 75شدند و رطوبت وات تامین می

)Rustaee et al. 2000b( .آزمایش بصورت اسپلیت پلات)جدایه
) سطح3با در کرت فرعیسطح و ژنوتیپ 3اصلی با کرتدر

بعد . بلوك کامل تصادفی اجرا شدپایهبا سه تکرار در قالب طرح
هاي قارچ در شرایط تاریکی و دماي جدایهنگهداريروز 10از 
20. ها مشاهده شدگراد، پکنیوسپور قارچدرجه سانتی25

پکنیوسپور 106ها شامل جدایهمیکرولیتر از سوسپانسیون اسپور
درصد و ژلاتین 5/0پرتقال آبآب به همراه لیتردر هر میلی

هیپوکوتیل بهتیلدون وهاي کدمبرگمحل اتصالدرصد در 25/0
Rustaee(برگی ریخته شد4هاي آفتابگردان گیاهچه et al.

2000b( .ها با یک گیاهچه, ساعت اولیه بعد از آلودگی48طی
در شرایط رطوبت نزدیک به اشباع) Plexiglas(فاف پوشش ش

تیمارهاي . پوشانده شدند که محیط مناسب براي توسعه قارچ بود
میکرولیتر محلول بدون اسپور 20کنترل در سه تکرار بوسیله 

چندین گیاه تلقیح ،به منظور کنترل کارایی تلقیح. تلقیح شدند
جهش تیپژنوو ENSAT-B5و AS613هايژنوتیپشده از 

در این . روز بعد از تلقیح رشد داده شدند7تا M5-54-1یافته
مدت امکان مشاهده نکروز به صورت واضح در ترکیبات حساس 

Roustaee(وجود دارد  et al. 2000b.(
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متوسط رتبه بیماري در ژنوتیپ هاي آفتابگردان آلوده شده با جدایه -1جدول 
Darvishzadeh(شده در شرایط کنترلP. macdonaldiiهاي  et al.

2007(
Table 1- Mean disease severity score of sunflower genotypes
inoculated with P. macdonaldii isolates under controlled
conditions (Darvishzadeh et al. 2007)

آفتابگردانژنوتیپ
Genotype

قارچجدایه
Isolate

MA6 MP8 MP10
AS613 6.74 2.24 3.63

ENSAT-B5 6.78 7.76 7.50
M5-54-1 1.24 6.46 2.21

روز تلقیح با قارچ عامل 7درصد نکروز در ناحیه دمبرگ کوتیلدون بعد از 
Roustaee(رتبه بندي شد) حساس(9تا ) مقاوم(1بیماري با سیستم  et al.

2000b .( براي 3درصد،10-6براي 2، 5-0براي درصد نکروز بین 1رتبه
-61براي 7، 60-14براي 6، 40-31براي 5، 30-21براي 4درصد، 11-20
.     درصد نکروز100براي 9و 99-81براي 8، 80

Percentage of cotyledon petiole area showing Phoma black
stem were scored from 1 (resistant) to 9 (susceptible) as
proposed by Roustaee et al. (2000b), seven days after
inoculation, where 1, 0−5% petiole area with necrosis
spreading downward into the stem; 2, 6−10%; 3, 11−20%;
4, 21−30%; 5, 31−40%; 6, 41−60%; 7, 61−80%; 8,
81−99%; and 9, 100%.

cDNAو سنتز RNAاستخراج 

بیماري ساقه سیاه فوما، مناسب -رداندر پاتوسیستم آفتابگ
-میبعد از تلقیح ساعت 48ترین زمان مطالعه سطح بیان ژن ها 

Alignan(باشد  et al. ساعت بعد از تلقیح 48بنابراین ). 2006
براي استخراج . آوري گردیدهاي کوتیلدون از تیمارها جمعدمبرگ
RNA کل از روش معرفی شده بوسیلهVerwoerdن و همکارا

تیمار شده با RNAایی از تک رشتهcDNA. استفاده شد)1989(
DNase، با استفاده از کیت پیشرفتهRT-for-PCR گردیدتهیه

)BD Biosciences .( 5بدین صورت که مخلوط واکنش شامل
70در دماي ) T)dT15پیکومول الیگو 40کل و RNAمیکرولیتر 

8اده شد و سپس دقیقه حرارت د10بمدت ساتنی گراد درجه 
dNTPمیکرولیتر مخلوط 2برابر، 5میکرولیتر بافر واکنش 

)625/0mMمحدودکننده ) واحد1(میکرولیتر 1، )از هر کدام
RNase آنزیم)واحد400(میکرولیتر 2وMMLVکریپتاز ترانس

42به مدت یک ساعت در دماي واکنشومعکوس اضافه شد
کریپتاز معکوس واحد ترانس200. گراد انجام شددرجه سانتی

MMLV دوباره به واکنش اضافه شد و مخلوط بار دیگر به مدت

درجه قرار داده شد و به دنبال آن واکنش 42دقیقه در دماي 60
دقیقه انجام 15گراد بمدت درجه سانتی70توقف سنتز با دماي 

.شد
Real-time RT-PCRواکنش 

ان هر یک از عوامـل رونویسـی   به منظور ارزیابی بیتحقیقایندر
در اثر آلودگی با قارچ عامل بیماري، از آغازگرهاي طراحـی شـده   

).2جـدول  (استفاده شـد  ) 2008(توسط درویش زاده و همکاران 
ــنش ــامل 20در حجــم Real-Time PCRواک ــر ش 10میکرولیت

ــوط   ــر مخلـ SYBRمیکرولیتـ Green ــر Biosystems(دو برابـ

Applied( ،300میکرولیتـر محصـول   1از هر آغـازگر و  نانو مول
RT)Reverse Transcription (  پـس از  . رقیق شده انجـام گردیـد

ABIدر دسـتگاه  PCRواکـنش  تهیه حجم مـورد نظـر،    PRISM

7900HT)Applied Biosystems (درجـه  50: با استفاده از برنامه
 ـ درجه سـانتی 95دقیقه، 2مدت ه گراد بسانتی 10مـدت  ه گـراد ب

ثانیه 15گراد به مدت درجه سانتی95سیکل در دماي 40ه و دقیق
Alignan(گراد به مدت یک دقیقه انجام شددرجه سانتی60و et

al. 2006; Hewezi et al. 2008; Poormohammad Kiani et al.

2007; Roche et al. 2007, ، واکنش هـا  PCRپیرو تکثیر . )2009
ت تـاثیر یـک دمـاي گرادیانـت     به منظور تولید منحنی تفکیک تح

در اینجا تغییرات در میزان فلورسنس به عنوان تـابعی  . قرار گرفتند
در این صورت محصولات غیر اختصاصـی  . از دما تعیین می شود

درجـه  95برنامه دمایی تفکیک به صورت . تشخیص داده می شود
15درجه سانتی گراد به مـدت  60ثانیه و 15سانتی گراد به مدت 

درجـه  95تـا  60دقیقه دماي گرادیانـت از  20ه و به دنبال آن ثانی
. گرفـت انجامتکرار3درPCRهايواکنش. سانتی گراد می باشد

از Real-Time RT-PCRهـاي حاصـل از   جهت نرمال نمودن داده
در ایـن  . گردیـد به عنوان ژن کنترل داخلـی اسـتفاده   ،eEFα1ژن 

DDCT2-با اسـتفاده از روش  هاسنجش تغییرات در بیان ژنمطالعه، 

.گرفتانجام ) Schmittgen)2001وLivakبوسیله ارائه شده
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real-time RT-PCRTableدرمورد استفادهالیگونوکلوتید آغازگرهاي-2جدول  2- Oligonucleoitide primers used for quantitative real time RT-PCR

Primer's
PCR

Efficiency
(%)

Tm

آغازگر برگشتی
Reveres primer

آغازگر مستقیم
Forward primer

شماره ژن
Number of

gene

عملکرد
Function

نام توالی
Name of sequence

93 56
AGGAGTAGCAAGGCACCATCA CAAGAACTCGGCCAATTCGT CX946549

AP2 domain
transcription

factor
DH0AQA11ZA10RM1

93 57
GGATCGCACCTCGTGGTTT GCAGCACATCGAGGACATCA CX946945

HD-Zip
transcription

factor
DH0AQA17ZH04RM1

81 54

CCCTATTCAATTCTTCCACCAAA TTGGATTGAAGATGTCATCTGTGA AJ412452

WRKY -
family

transcription
factor

AJ412452

84 57

CGAGCGCAGCAGCATCTA CCGCCACACGCATTCTCT CD848175

MYB-
related

transcription
factor

DH0AC002ZF08FM1

88 57

CAAGCCGCTCCACTTCAAAG CCTCCCTGGCACATGAAGTT CD850032

MYB-
family

transcription
factor

DH0AC028ZC03FM1

88 55
CATCCTGAAGTGGGAGACGAA CCAAATCAATGAGCCCAAGAG

AY094064
eEFα1
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بحثوجینتا
Darvishzadeh(بر اساس مطالعات فنوتیپی  et al. 2007 (

حساس بوده ولی به دو جدایه MA6به جدایه AS613ژنوتیپ 
MP8 وMP10ژنوتیپ ). 1جدول (باشد مقاوم میENSAT-B5

. حساس است) MP10و MA6 ،MP8(به هر سه جدایه بیماري 
باشد میAS613که یک لاین جهش یافته از M5-54-1ژنوتیپ 
MP8مقاوم بوده ولی به جدایه MP10و MA6هاي به جدایه

ژنوتیپ اصلی و 2بنابراین ). 1جدول (دهد حساسیت نشان می
2واکنش فنوتیپی متقابل به ) M5-54-1و AS613(جهش یافته 

نسبت به جدایه AS613ژنوتیپ . دارندMP8و MA6جدایه 
MA6اس بوده در حالی که ژنوتیپ جهش یافته آن حس)M5-54-

نسبت به جدایه AS613باشد از طرف دیگر ژنوتیپ مقاوم می) 1
MP8 مقاوم بوده در حالی که ژنوتیپ جهش یافته آن حساس

تواند به مقاومت و حساسیت ایجاد شده می). 1جدول (است 
بر اساس مطالعات. علت تغییر ژنتیکی به واسطه جهش باشد

-M5-54وAS613،ENSAT-B5هايژنوتیپژنتیکی نیز پاسخ

عامل بیماري قارچهايجدایهآفتابگردان به آلودگی ناشی از1
تجزیه واریانس نتایج ). 1شکل (باشد متفاوت میسیاهساقه

سطح ) 3جدول (حاصل از بررسی بیان عوامل رونویسی نشان داد 
ژنوتیپ و اثر متقابل بیان عوامل رونویسی تحت تاثیر جدایه،

بر اساس نتایج تجزیه واریانس بین . جدایه قرار دارند-ژنوتیپ
-MYBو AP2 domainها تنها در بیان دو عامل رونویسی جدایه

Relatedکه این تفاوت ) 3جدول (دار وجود دارد تفاوت معنی
- جدایه) بیماري زایی(تواند ناشی از تفاوت در میزان عملکرد می

هاي مختلف ، بین ژنوتیپ3با توجه به جدول . ف باشدهاي مختل
-AP2 domain،HDآفتابگردان از نظر مقدار بیان عوامل رونویسی

Zip ،WRKY-familyوMYB-relatedدار تفاوت بسیار معنی
براي دو جدایه -اثر متقابل ژنوتیپدر این مظالعه، . وجود دارد

دار است معنیبسیارMYB-RelatedوHD-Zipعامل رونویسی 
در سطح بیان ژن براي فهم جدایه -واکنش ژنوتیپ).3جدول (

-و نشان میباشدمیمهم هامکانیسم پاسخ گیاه در برابر بیماري
چه و نیز تعامل آنها، جدایهژنوتیپ میزبان،دهد که زمینه ژنتیکی

.ها را در گیاه آفتایگردان تحت تاثیر قرارداده استبیان ژنمیزان 

هاي مربوط به عوامل رونویسی سی مقدار بیان ژنبرر
.Pترکیب حاصل از برهم کنش سه جدایه 9مورد مطالعه در 

macdonaldii)MA6, MP8, MP10 (آفتابگردان با سه ژنوتیپ
)AS613, ENSAT-B5, M5-54-1 ( نشان داد که از میان عوامل

-MYBو HD-Zipرونویسی مورد مطالعه، بیان دو ژن کدکننده 

Relatedدهد دار در میان ترکیبات مختلف نشان میتفاوت معنی
- بدین صورت که بیان این دو ژن در ترکیبات مختلف ژنوتیپ

شود ولی درجه سرکوب شدن آنها متفاوت جدایه سرکوب می
).1، شکل 3جدول (باشد می

, )HD-Zip)1کننده عوامل رونویسی هاي کدالگوي بیان ژن-1شکل
MYB-related)2 (هاي در ژنوتیپAS613 وENSAT-B5 و لاین

ساقه سیاه جدایهتلقیح شده بوسیله سه آفتابگردان،M5-54-1جهش یافته 
)MP10و MA6 ,MP8(فوما 

Figure 1- Expression profile of genes encoding transcription
factors HD-Zip (1), MYB-related (2) in original lines ‘AS613’
, ‘ENSAT-B5’ and mutant line ‘M5-54-1’ challenged by three
Phoma black stem isolates (MA6, MP8 and MP10)
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...مطالعه بیان عوامل رونویسی مرتبط با مقاومت به بیماري هوشیاردل و همکاران

93 1393پاییز و زمستان / 2ماره ش/ 3دوره/و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

ي ساقه سیاهو سه ژنوتیپ آفتابگردان در بیان ژن هاي عوامل رونویسی مرتبط با مقاومت به بیمارP. macdonaldiiقارچجدایهسهاثراتتجزیه واریانس-3جدول 
Table 3- Analysis of variance for the effects of three P. macdonaldii isolates and three sunflower genotypes on the expression of
transcription factors associated with resistance to black stem disease

MSdfمنابع تغییراتSources of Changes

Genotype×IsolateGenotypeRep×IsolateIsolateRepژنGene

1.8350.61**0.478.05**3.2626AP2 domain transcription factor

4.44**7.89**0.360.841.0626HD-Zip transcription factor

4.4493.3**3.46.990.6526WRKY-family transcription factor

9.81**33.92**0.6572.19**1.9326MYB-related transcription factor

23.140.222.82.6526MYB-family transcription factor

حساس و MA6به جدایه AS613با توجه به اینکه ژنوتیپ 
رونویسیباشد، بررسی بیان عواملبه دو جدایه دیگر مقاوم می

HD-ZipوMYB-Related در این ژنوتیپ نشان داد که بیان ژن
نسبت به ترکیبات MA6/AS613در ترکیب HD-Zipمربوط به 

MP8/AS613وMP10/AS613 کمتر سرکوب شده و این در
به شدت سرکوب MYB-Relatedحالی است که ژن مربوط به 

توان اظهار نمود که افزایش در بنابراین می). 1شکل (شده است 
MYB-Relatedو کاهش در سرکوب ژن HD-ZIPسرکوب ژن 

MP10و MP8هاي به جدایهAS613در ایجاد مقاومت ژنوتیپ 

زاده باشد این موضوع با نتایج بدست آمده توسط درویشموثر می
دو ژن مذکور در یانببررسی. مطابقت دارد) 2008(و همکاران 

موردهايجدایهپاسخ به درM5-54-1یافتهجهش ژنوتیپ
یبدر ترکMYB-RelatedوHD-Zipیانمطالعه نشان داد که ب

MA6/M5-54-1یباتسرکوب شده و در ترکیشتربMP8/M5-

شکل (شودیبه نسبت کمتر سرکوب مMP10/M5-54-1و 54-1
به نسبتیافتهجهش ژنوتیپمقاومت در یجاداینبنابرا). 1

دو ژن یانبا کاهش سرکوب در بMP10و MA6هايجدایه
-M6از آنجایی که ژنوتیپ جهش یافته . مذکور در ارتباط است

مقاومت بیشتري به جدایه AS613نسبت به لاین مادري 54-1
MP10 دارد، دو ژن مذکور در ژنوتیپ جهش یافته بیشتر سرکوب

. شده است

بیان )2008(همکاران وزادهدرویشدیگريمطالعهدر
,HD-Zip(عوامل رونویسی  AP2-domain, MYB-related ( را

آفتابگردان در پاسخ به M5-54-1و AS613هاي در ژنوتیپ
.Pهاي مختلف قارچ آلودگی با جدایه macdonaldii)MA6,

MP8, MP10 ( با استفاده ازActin به عنوان ژن کنترل داخلی
مورد مطالعه قرار دادند و مشاهده کردند که بیان دو عامل 

,HD-Zipرونویسی  MYB-relatedدر همه ترکیبات ژنوتیپ-
افزایش AP2-domainجدایه سرکوب شده و بیان عامل رونویسی 

. پیدا کرده است که با نتایج حاصل در مطالعه حاضر مطابقت دارد
Actinکنترل داخلی دهد که هر دو ژننتایج این تحقیق نشان می

توانند کاندیداي مناسبی جهت ارزیابی بیان عوامل میeEFα1و 
ویسی مرتبط با مقاومت به بیماري ساقه سیاه در آفتابگردان رون

ال در یک آزمایش بیان ژن انتخاب ژن کنترل داخلی ایده. باشند
ژن کنترل داخلی مناسب ژنی است که تظاهر . حائز اهمیت است

آن تحت تاثیر شرایط آزمایشی قرار نگیرد و همچنین می بایستی 
Kozera(ایدار داشته باشد هاي مختلف موجود، تظاهر پدر بافت

and Rapacz, 2014 .(Garg و همکاران)انتخاب براي) 2010
، EF1aشامل اکتین، کاندیدژن12نس، ارفرژن

، IF4a ،TUB6 ،UBCدهیدروژناز، فسفات-3گلایسرآلدهید
UBQ5 ،UBQ10 ،18SrRNA ،25SrRNA ،GRX وHSP90 را

بیانمقادیرکهرسیدندنتیجهاینبهوبررسی کردندنخودگیاهدر
EF1a وHSP90می ماندثابت باقیمختلفهاياندامسراسردر.
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در مطالعات دیگر نقش عوامل رونویسی در پاسخ گیاهان به 
توان به ها مورد بررسی قرار گرفته است که از آن جمله میبیماري

اشاره نمود که توانستند ژن ) 2009(مطالعه ژانگ و همکاران 
GmERF3، که نوعی عامل رونویسیAP2/EFRباشد را از می

گیاه سویا به گیاه توتون انتقال دهند و مشاهده نمودند که گیاه 
گیرنده مقاومت قابل توجهی نسبت به بیماري باکتریایی 

solanacearumRalstonia و قارچیalternariaAlternata نشان
هاي عوامل ژنتجزیه بیان) 2012(همچنین رهایی و همکاران . داد

را در دو ) NACوbZIP،bHLH،WRKY،MYB(رونویسی 
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lack stem is one of the most important fungal diseases of sunflower caused by
Phoma macdonaldii. In this study, expression level of some transcription factors
(TF) including HD-Zip, AP2 domain, MYB- related, WRKY family and MYB
family were studied using quantitative RT-PCR in sunflower genotypes,

including ENSAT-B5 (susceptible to all 3 studied isolates; MA6, MP8, MP10), AS613
(resistant against MP8 and MP10 and susceptible to MA6), and M5-54-1 (a mutant
genotype, resistant against MA6 and MP10 and susceptible to MP8) following infection
by MA6, MP8 and MP10 isolates of P. macdonaldii. Among studied TFs, the expression
level of two TFs, HD-Zip and MYB-related, were significantly different in genotype-
isolate combinations but the expression level of three other TFs including AP2 domain,
WRKY family and MYB family, were not significantly different in several genotype-
isolate combinations. The expression of HD-Zip and MYB-related were suppressed in
infected genotypes. Results revealed that increased repression of HD-Zip and decreased
repression of MYB-related are affective in induction of resistance to MP8 and MP10
isolates in AS613 genotype. In this study, the induction of resistance in mutant genotype
against MA6 and MP10 isolates was accompanied with decreased suppression of HD-
Zip and MYB-related genes.

Sunflower, black stem, transcription factors, gene expression
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