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 چکيده
برای استحصال روغن خوراکی کشت بیشتر  که سانانکلاهپرکخانواده  ( گیاهی است از.Helianthus annuus L) آفتابگردان

در  که است آفتابگردان مزارع در وسیع پراکندگی با بیمارگرهایی از یکی( Sclerotinia sclerotiorumشود. قارچ اسکلروتینیا )می
 یماری،مقاوم به ب یپ هایاستفاده از ژنوت .شودمی لمحصو کل رفتن بین از صورت فراهم بودن شرایط محیطی مناسب، باعث

)فاکتور  HaZFHD)ژن دفاعی(،  PDF1.2های در این مطالعه، بیان ژن .کنترل آن است یهاروش ترینیاز اقتصاد یکی
 )حساس( SDR19)جزئی مقاوم( و  8A*/LC1064C ژنوتیپ های)موثر در مسیر انتقال پیام دفاعی( در  HaPP2Cرونویسی( و 

 نتایج  .قرار گرفت بررسیمورد زمان واقعی در  PCRبا تکنیک  یماری،قارچ عامل ب (A37) ییهبا جدا یاز آلودگآفتابگردان، بعد 

 زودتر از (،8A*/LC1064Cجزئی مقاوم ) در ژنوتیپ هااین ژن بیان با قارچ، زنیمایه از که پسداد  نشان پژوهش از حاصل

نقش  از احتمالا حاکی بررسی در لاین جزئی مقاوم، مورد هاینژ بیان نرخ افته است. افزایشی ( افزایشSDR19) حساس ژنوتیپ
های برنامه تواند درنتایج این پژوهش میاست.  ساقه یقه به قارچ عامل بیماری پوسیدگی آفتابگردان مقاومت جزئی در هاآن موثر

 د.شواسکلروتینیا مفید واقع نژادی آفتابگردان برای تولید ارقام مقاوم به بیماری به

 .Sclerotinia sclerotiorumهای نکروتروف، گیاهان دانه روغنی، مقاومت جزئی، ، قارچPDF1.2ژن  :کلیدی هایهواژ
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ABSTRACT 

Sunflower (Helianthus annuus L .) from Asteraceae family is one of the most important crops grown 

mainly for edible oil. Sclerotinia is one of the fungi pathogens widely distributed in sunflower farms 

leading to totally yield losses under the favorable environmental conditions for the pathogen. The 

use of resistant genotypes is potentially one of the economically useful methods for its control. In 

this study, the expression pattern of genes PDF1.2 (defence related gene), HaZFHD (transcription 

factor) and HaPP2C (effective in defence signal transduction) was investigated in sunflower 
susceptible (SDR19) and partially resistant (8A*/LC1064C) lines after inoculation with Sclerotinia 

fungal isolate A37 via Real T ime PCR technique. Results revealed that the expression of studied 

genes has significantly increased in an earlier time in partially resistant (8A*/LC1064C) line 

compared to susceptible (SDR19) one. Increased expression level of studied genes proves their 

potential role in resistance of sunflower to Sclerotinia basal stem rot disease. The findings of this 

study can be useful in sunflower breeding programs for producing cultivars resistant to Sclerotinia 

stem rot disease. 
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 مقدمه

 ،(Helianthus annuus L.)با نام علمي  آفتابگردان

 و است خوراکي نباتي روغن مهم یکي از منابع

 یک به کوتاهي، مدت در است که شده بينيپيش

 شود تبدیل( زیستي سوخت) بيودیزل کارآمد عمنب

(Sunflower Statistic, NSA, USA, 2007.) خاستگاه 

 و یا بنا به نظر برخي شمالي آمریکاي گياه، این

 ,.Lentz et alپرو ) و مکزیک بين ايمنطقه محققين،

2001; Smith, 2006; Heiser, 2008.) گياه آفتابگردان 

به شرایط اقليمي دارد و سازگاري خوبي به بسياري از 

جهان از  زراعت آن در بسياري از مناطق همين دليل،

و در طرح خودکفایي توليد  استجمله کشور ما رایج 

 تواند نقش پراهميتي داشته باشد.مي خوراکي روغن

 ویژهزیستي به هايتنش هاي غيرزیستي،علاوه بر تنش

هاي ترین چالشیکي از عمده ،هاي گياهيبيماري

 در اغلب نقاط جهان، است.شاورزي در سراسر جهان ک

ها ایجاد توسط قارچ هاي آفتابگردانيترین بيمارمهم

توان به بيماري ها ميشوند که از جمله آنمي

 شده ایجاد اسکلروتينيایي یقه ساقه و طبق پوسيدگي

 اشاره کرد.   Sclerotiniaهايگونه توسط

Sclerotinia sclerotiorum ترین همیکي از م

 ,.Bolton et al)است گياهي  نکروتروف هايبيمارگر

دامنه و  به علت انتشار گسترده (؛ این قارچ2006

 خسارتگونه گياهي(،  044)بيش از ميزباني وسيع 

. این کندي به محصولات کشاورزي وارد ميسنگين

باعث  ،بيمارگر در تمامي مراحل رشد آفتابگردان

و در د شويطبق مپوسيدگي ریشه، ساقه، یقه و 

مناطق کشت با آب و هواي خنک و مرطوب، باعث 

شود ایجاد خسارت سنگين به آفتابگردان مي

(Masirevic & Gulya, 1992 .) با توجه به موقعيت و

پتانسيل قابل از غربي استان آذربایجان ،شرایط اقليمي

-. در سالبرخوردار استتوجهي در توليد آفتابگردان 

بيماري پوسيدگي  گسترشو شيوع  ،هاي اخير

باعث کاهش سطح زیر این استان، در  ياسکلروتينيای

در مزارعي که کشت و است شده آفتابگردان کشت 

رسد که به حدي ميوارده خسارت شود، انجام مي

)مشاهدات  شودبرداشت نمي قابل قبولي محصول

  .مزرعه اي نگارندگان(

در  S. sclerotiorumمقاومت به بيمارگر نکروتروفيک 

ها و ارقام گياهان ميزبان، در تعداد محدودي از گونه

مقاومت هنوز  سازوکارهايزراعي پيدا شده است اما 

هاي طور کامل شناسایي نشده است. بعضي از گونهبه

 ,Helianthus mollisوحشي آفتابگردان مانند 

Helianthus nuttallii    وHelianthus maximiliani 

 زیادي به بيمارگر نکروتروفيک  مقاومت متوسط تا

S. sclerotiorum نشان داده( اندSkoric, 1993.) 

پوسيدگي  با مقاومت کامل به بيماري ژنوتيپي تاکنون

نشده  شناسایي زراعياسکلروتينيایي در آفتابگردان 

سطوح متفاوتي از مقاومت در برابر  ،هااست اما ژنوتيپ

 ;Hahn, 2002دهند )این بيماري را نشان مي

Khalifani et al., 2018.)  ژنتيک مقاومت به پوسيدگي

ي یقه ساقه در آفتابگردان، به صورت اسکلروتينيای

ها در بروز یک از ژن ژنيک با اثرات کوچک هرپلي

 Davar et al., 2010; Amouzadehباشد )مقاومت مي

., 2014et alTalukder ., 2013; et al.)  براي کنترل

 زراعي، شيميایي هايماري، تلفيق روشآميز بيموفقيت

ميزبان پيشنهاد شده  در مقاومت هايژن از و استفاده

 (. Emamgholi et al., 2015)است 

 یک عنوان به القایي مقاومت اخير، هايسال در

 از حفاظت براي مکمل استراتژي یا بالقوه جایگزین

 شامل القایي است. مقاومت ارائه شده زراعي محصولات

 کردن فعال وسيلهبه ها،بيمارگر و آفات لکنتر

 ,Kogel & Langenاست ) گياهان در دفاعي مسيرهاي

به  پاسخ در گياهان در دفاعي هايژن (. القاي2005

دهد مي رخ رونویسي سطح در اول مرتبه در بيمارگرها،

 مکاني و زماني بيان الگوهاي تنظيم دوم، مرتبه در و

 گياه از سيستم دفاعي تقسم ترینمهم دفاعي، هايژن

 (. بنابراین سرعتHao et al., 2009رود )شمار مي به

 کننده تعيين عوامل ترینمهم از بيمارگر، به گياه پاسخ

 بيمارگر به نظر مورد گياه حساسيت یا مقاومت

 از پس گياه دفاعي هايپاسخ اگر طوري کهبه باشد؛مي

 این مقابل در گياه بيمارگر سریع تر اتفاق افتد، حمله

 هايپاسخ ولي اگر نشان خواهد داد مقاومت بيمارگر
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 آلودگي از پس آهستگي، به و کم سرعت با دفاعي

 به و قادر حساس است بيمارگر به ،گياه گيرد صورت

 رسد کهمي نظر به مقاومت نخواهد بود. بنابراین

 سرعت و ریزسازواره ها حمله موقع به شناسایي

 بين تفاوت اصلي تواندمي شده القا دفاعي هايپاسخ

 & Hammond-Kosakباشد ) مقاوم و حساس گياهان

Parker, 2003). به این حوزه در که دستاوردهایي 

آرابيدوپسيس  مدل گياه مورد آمده است، در دست

 به گياهان نتایج این انتقال به که به تدریج منجر است 

 شده است.  زراعي

رونویسي  واملع همچون پيام انتقال اجزاي شناسایي

 را این اميد گياه، هاي دفاعيژن بيان در راستاي

 مناسبي جهت ابزار عوامل، این که است آورده وجودبه

از  وسيعي طيف برابر در گياهان تحمل افزایش

 در کليدي و مهم اجزاي از باشند. این عوامل، بيمارگرها

 باعث و باشندمي زنده هايبافت همۀ در ژن بيان کنترل

 تکامل طي در موجودات سازگاري و فنوتيپي تنوع

زیادي  رونویسي (. عواملChew et al., 2013) شوندمي

 در هاآن از بعضي که است شده شناسایي گياهان در

 مانند زیستي هايتنش از اعم ها،تنش به پاسخ

 و سرما گرما، مانند غيرزیستي هايتنش و بيمارگرها

 عوامل د. از مياندارن نقش کم، یا نور زیاد همچنين

 AP2 Domain هايپروتئين مختلف، رونویسي

،WEKY، MYBو HD-ZIP، پاسخ در را نقش بارزترین 

 (. Javelle et al., 2011دارند ) هاتنش به

هيدروژن  پراکسيد مانند اکسيژن فعال هايفرم توليد

(2O2Hسوپر ،) از هيدروکسيل، یون و اکسيد 

اهان به حمله گي دفاعي پاسخ اوليه فرآیندهاي

 ترکيبات (. توليدHao et al., 2009باشد )مي بيمارگرها

 ترشح و سلولي دیواره تقویت ميکروبي، ضد

 Pathogenesisزایي )بيماري با مرتبط هايپروتئين

related protein, PRP( )Wei et al., 2004تخریب ( و 

باشند مي گياهان دفاعي هايواکنش هسته، دیگر

(Ryerson & Heath, 1996پروتئين .)با مرتبط هاي 

 گياهي هايپروتئين متنوعي از گروه ،(PR) بيمارگر

 شوندمي بيان بيمارگرها حمله به پاسخ در که هستند

.(Van Loon et al., 2006) موجب هاپروتئين این 

 در اختلال ایجاد قارچ، سلولي هايدیواره تخریب

 دفاعي پاسخ سيستم تقویت آن، سلولي غشاهاي

 هايپروتئين سنتز و زایيبيماري در دخالت ميزبان،

 (. اینDahleen et al., 2001شوند )مي قارچي ضد

 در کم مقدار به نرمال شرایط در معمولاً هاپروتئين

 تنش به پاسخ در شانبيان مي شوند اما ميزان گياهان

یابد مي افزایش زیادي ميزان به بيمارگرها، حمله یا

(Van Loon et al., 1999دیفنسين .)ها،تيونين و ها 

 که هستند ميکروبي هاي ضدپپتيدپلي از مهمي گروه

 دارند  تعلق PR13و  PR12 خانواده به ترتيب به

(Van Loon et al., 2006دیفنسين .)هايپروتئين و ها 

 از (، ماهيت بازي دارند و غنيKDa 5کوچک )حدود 

 جو و ندمگ از هادیفنسين اولين .هستند سيستئين

 گروهي زیر به عنوان را هاآن ابتدا، در و شدند جداسازي

 از گروه سپس این دانستند.مي هاتيونين خانواده از

 این از شدند. بعضي ناميده دیفنسين هاپروتئين

شرایط  در و مولار( )ميکرو کم هايغلظت در هاپروتئين

 in vitro، از وسيعي طيف مقابل در قارچي ضد فعاليت 

 ریسه طولي رشد از دهند ومي نشان ايرشته هايارچق

 غشاي نفوذپذیري تغيير و باعث کنندمي جلوگيري

 (.Portieles et al., 2010شوند )مي قارچ هايسلول

 کشت محيط در پپتيدهاپلي این قارچي ضد فعاليت

 در هاژن این و است شده ثابت هاقارچ از بسياري عليه

 تغيير با هادیفنسين شوند.مي نبيا گياه مقاومت جریان

 آن رشد توقف به منجر بيمارگر، غشاي پذیري نفوذ در

  .شوندمي

مولکولي، مطالعه خصوصيات زیست  هايروش توسعه با

 ها وبيمارگرهاي گوناگون درگير در مقاومت به ژن

ه است. این شدسازوکارهاي دخيل در مقاومت آسان 

و همچنين نقش و هاي مطلوب شناسایي ژن ،تحقيقات

ارقام  توليد و هاها در پاسخ به بيمارياهميت این ژن

 هموارتر را فناوريزیست هايروش طریق از متحمل

هاي این مطالعه با هدف بررسي بيان ژن. سازندمي

PDF1.2 ،HaZFHD  وHaPP2C  که در منابع

 ,.Veronese et al., 2004; Fusari et alمختلف )

در مقاومت به بيماري نشان داده  ها(، دخالت آن2012

جزئي ) 8A*/LC1064Cشده است، در دو ژنوتيپ 

)حساس( آفتابگردان دانه روغني،  SDR19( و مقاوم

 S. sclerotiorumقارچ  A37 يیهبا جدا ياز آلودگبعد 
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 نتایجدر زمان واقعي انجام شد.  PCRبا تکنيک و 

 قاومم گياهان توليد در تواندمي پژوهش این از حاصل

در  يماري پوسيدگي اسکلروتينيایي یقه ساقهعامل ب به

 باشد. سودمندآفتابگردان 

 

 هامواد و روش

مواد گیاهی و آلودگی با جدایه قارچ عامل 

 بیماري

( با واکنش SDR19و  8A*/LC1064Cدو ژنوتيپ )

، از مجموعه A37حساسيت متفاوت به جدایه 

طي انتخاب هاي مورد استفاده در تجزیه ارتباژنوتيپ

(. بذرهاي هر Khalifani, 2016; Paknia, 2018شدند )

 × 04هاي مستطيلي شکل با ابعاد دو ژنوتيپ در گلدان

متر در محيط پيت ماس کشت شدند. سانتي 04

درجه  05±1گياهان در شرایط کنترل شده با دماي 

 10و با فتوپریود  %05گراد، رطوبت نسبي سانتي

مدت شش هفته تا مرحله  ساعت تاریکي/روشنایي به

V6-V8 ( پرورش یافتندSchneiter & Miller, 1981 .)

در قالب طرح پایه کاملا تصادفي، با سه تکرار  آزمایش

و هر تکرار شامل شش گياهچه انجام شد. جدایه 

قارچي در محيط کشت آگار دکستروز سيب زميني 

(Potato Dextrose Agar, pH 6 در اتاق تاریک با )

که  يوقت گراد کشت شد.درجه سانتي 05±1دماي 

گياهان به مرحله هشت برگي رسيدند، گياهان با 

( از محل یقه آلوده A37) اينيقارچ اسکلروت جدایه

 ر سهميسيليوم به قط يهادیسک ازتلقيح شدند. براي 

. شد استفادهاي ساقه گياهان متر در بخش پایهميلي

ک پنبه وته، یدر پاي ب ميسيليومبعد از قرار دادن 

منظور حفظ رطوبت و بهشد قرار داده آن  رويخيس 

شد )شکل با پارافيلم بسته  اطراف آن ،براي رشد قارچ

، 10عنوان شاهد و سه، شش،  هاي صفر به(. در زمان1

قارچي، از  ساعت بعد از آلودگي با جدایه 09و  00

محل آلوده نمونه برداري انجام شد و نمونه ها در 

درجه  -94ن مایع، به فریزري با دماي نيتروژ

 یيمنظور کنترل کارابه  گراد منتقل شدند.سانتي

ي هاپيح شده از ژنوتياه تلقين گیح، چنديتلق

A*/LC1064C  وSDR19 ح يتا چند روز بعد از تلق

 ن مدت امکان مشاهده نکروز بهیدر ا؛ رشد داده شدند

 اشت.صورت واضح وجود د

 

 
در مرحله هشت برگي  A37هاي آفتابگردان در اتاق رشد و آلودگي گياهان با جدایه قارچي رش گياهچهکشت و پرو -1شکل 

 براي بررسي بيان ژن ها

Figure 1. Cultivation of sunflower seedlings in growth chamber and contamination of plants with fungal 

isolate (A37) in the eight-leaf stage to study the expression of genes 
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 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

ي برگي، با استفاده از هانمونهاز  RNAاستخراج 

)شرکت سيناکلون،  RNX-plusTMمحلول استخراج 

ایران(، طبق دستورالعمل شرکت و بر روي یخ انجام 

گرفت. قبل از استخراج، همه وسایل دوبار استریل 

 معرضدر زیر هود و در دقيقه  04شدند و به مدت 

قرار گرفتند. براي بررسي کميت و  UVتابش اشعه 

، از دستگاه شدهاستخراج RNAکيفيت 

اسپکتروفتومتري و ژل آگارز یک درصد استفاده شد. 

ولت و  14فرآیند جداسازي توسط الکتروفورز با ولتاژ 

ي، بردارعکسدقيقه انجام شد و پس از  05به مدت 

 تيوبدر  ،cDNAبراي سنتز بررسي شد.  RNAصحت 

ميکروليتر آب  پنجمقدار  ي،ليترميلي 0/4استریل 

ميکروليتر  ششعاري از نوکلئاز ریخته شد. سپس 

RNA  ميکروليتر آغازگر اليگو  یکاستخراج شد وdT 

اضافه شد. پس از انجام یک سانتریفيوژ پالسي،  به آن

 C05°دقيقه در دماي  پنجحاوي مواد به مدت  تيوب

حاوي مواد روي  تيوبر گرفت. پس از سرد کردن قرا

 چهاریخ، یک ورتکس نرم انجام گرفت. سپس 

  ميکروليتر آنزیم یک، x5ميکروليتر بافر واکنش 

RNase Inhabitor TMRiboLock (04  واحد در

-ميلي dNTP (14ميکروليتر مخلوط  دوميکروليتر(، 

M TMRevertAid-ميکروليتر آنزیم ) یکمولار( و 

MuLV Revers Transcriptase( )044  واحد در

پس از حاوي مواد اضافه شد.  تيوبميکروليتر( به 

 04حاوي مواد به مدت  تيوب ،سانتریفيوژ پالسي انجام

 دماي دقيقه در پنجمدت  و به C00° دماي دقيقه در

°C70  .براي ساخت قرار داده شدcDNA از کيت 

Fermrntas LIFE SCIENCE #K1621  شد  ستفادها

هاي کنترل مثبت و واکنش، cDNA پس از ساختو 

و عدم   cDNA منفي به منظـور بررسي صحت ساخت

هـاي ژنـومي صورت گرفت و پس از وجود آلودگي

ژن سه سـاخته شـده، ميـزان بيـان   cDNA تأیيد

PDF1.2 ،HaZFHD  وHaPP2C  دو ژنبررسي شد . 

(HaZFHD  وHaPP2C،)  براساس نتایج مطالعات

قشه یابي ارتباطي براي مقاومت به بيماري پوسيدگي ن

( و Fusari et al., 2012اسکلروتينيایي در آفتابگردان )

 S. sclerotiorumدر پاسخ به بيماري  هاتجزیه بيان آن

( و ژن Brassica napus( )Zhao et al., 2007در کلزا )

PDF1.2 دليل نقش آن در مکانسيم دفاعي به

 ,.Şestacova et al) هاي زیستي آفتابگردان به تنش

   ( انتخاب شدند.2016

 مشخصات ژن ها و توالي آغازگرهاي مورد استفاده در این تحقيق -1جدول 

Table 1. Characteristics of genes and sequence of primers used in the present study 
Primer sequences (5'3') Target locus in 

Arabidopsis 

thaliana 

Gene 

name 

Putative functions Annealing 

temperature 

Length of 

fragment 

Forward GCTAACAGGGAAAAGATGACTC AF282624.1 Actin Reference Gene 58.5 96 

Backward ACTGGCATAAAGAGAAAGCACG 

Forward ACTGGGACTACGGCATTGAC At1g48040 HaPP2C Signal 

transduction 
pathway 

60 398 

Backward TGCTGAATTTCTGGCTCTGA 

Forward AATGAGCTCTCATGGCTAAGTTTGCTTCC AF364865.1 PDF1.2 Induction of the 

JA-dependent 
defence signalling 

pathway. 

62 168 

Backward AATCCATGGAATACACACGATTTAGCACC 

Forward TCATGCCCTCACTAACATGC At1g14687 HaZFHD Transcription 
factor activity & 

protein binding 

57 166 
Backward TTTGTCCGGAATCTTTTTCG 

 

PCR  در زمان واقعی 

 Maximaيتاز کدر زمان واقعي،  PCRانجام  يبرا

SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix 

(2x) #K0241 جهت و  شرکت فرمنتاز استفاده شد

عنوان ژن به  Actinهـا از ژن داده نرمـال سـازي

 0بيولوژیکتکرار  سه د.استفاده شیا خانه دار  1مرجع

و  يبدر نظر گرفته شد. ترکدر آزمایش  هر تيمار يبرا

در زمان  PCR ت انجامجه يازن موردیر مواد مقاد

آورده  (0) در جدول يکروليترم 5/10در حجم واقعي، 

                                                                               
1 . Internal control or reference gene or housekeeping gene 
2. Biological repeats (=consist of different biological 
samples) 



 یي...مرتبط با مقاومت به بيماري پوسيدگي اسکلروتينيا هايژن بررسي الگوي بيان زاده و همکاران:درویش  78 

 

ذوب  ي، منحنPCRهاي پس از اتمام چرخه شده است.

درستي  آن،هر ژن به دست آمد و با استفاده از  يبرا

(. 0)شکل  د شدیيتکثير محصول مربوط به هر ژن تأ

دهنده  نشان شهيهم ،ذوب يدر منحن ياضاف يهاپيک

به اگرچه اختصاصي عمل نکردن واکنش تکثير نيست. 

که یک رابطه تناتنگي بين  شودطور معمول فرض مي

حاصل از تکثير وجود تعداد محصولات تعداد قله ها و 

 -دارد، اما در برخي موارد، نحوه توزیع بازهاي گوانين

سيتوزین در طول توالي، باعث توليد دامنه هاي 

 ,Kharabi Masooleh & Saidiمختلف ذوب مي شود )

2018).  

 

 هاي مورد مطالعهبيان ژن در بررسي در زمان واقعي PCRانجام  جهت نياز مواد مورد  مقادیر و ترکيب -0 جدول

Table 2. The composition and quantities of substances required for real time PCR in the expression of 

studied genes. 
Amount (µl)  Material name  

28.11 Maxima SYBR Green/ Fluorescein qPCR Master Mix (2X) 

2 Forward primer (10 µM) 
1 Reverse primer (10 μM) 

0.5 cDNA (500 μg) 
1 Water, nuclease-free 

 

 

   
در گياه آفتابگردان  در زمان واقعي PCR( در PDF1.2, (b): HaZFHD, (c): HaPP2C :(a)هاي مورد مطالعه )منحني ذوب ژن -0شکل

 .(A37)جدایه  یي یقه ساقهاسکلروتينيا پوسيدگي قارچ عامل بيماريآلوده شده با 
Figure 2. Temperature melting curves of studied genes ((a): PDF1.2, (b): HaZFHD, (c): HaPP2C) in real time 

PCR in sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes infected by Sclerotinia stem rot disease agent. 
 

 ژن ي حاصل از بیانهادادهآماري  هیتجز

براي محاسبه ميزان نسبي بيان ژن در نمونه تيمار 

صورت زیر به ΔΔCTنسبت به نمونه شاهد، از روش 

 .(Pfaffl et al., 2004)  استفاده شد
ΔCT)نمونه هدف(  = CT)ژن هدف( -  CT )ژن خانه دار در همان نمونه( 

 ΔCT)نمونه شاهد(  = CT)ژن هدف( -  CT )ژن خانه دار در همان نمونه( 

 ΔΔCT = ΔCT )نمونه هدف( - ΔCT)نمونه شاهد(  

تيمار شده نسبت به شاهد، از  نمونهميزان بيان ژن در 

 از حاصل هايداده محاسبه شد. تجزیه ᴄᴛ∆∆-0رابطه 

 طرح پایه بر هاي مورد مطالعه،ژن بيان نسبي ميزان

 و هاداده واریانس تجزیه. گرفت انجام تصادفي کاملاً

 SPSS افزار نرم از استفاده با تيمارها ينميانگ مقایسه

 شدند. رسم Excel با گرفت و نمودارها انجام 22

 نتايج و بحث 

هاي مختلف آفتابگردان دانه  واکنش فنوتيپي ژنوتيپ

روغني به جدایه قارچ عامل بيماري پوسيدگي 

(، سه روز S. sclerotiorumاسکلروتينيایي یقه ساقه )

درصد قسمت نکروزه و صورت به آلودگي،پس از 

ساقه یادداشت شد  متري از پایهسانتي یکپوسيده در 

 هاي مختلف، واکنش و نتایج نشان داد که ژنوتيپ

متفاوتي در مقابل عامل بيماري نشان دادند. بر اساس 

به جدایه  8A*/LC1064Cمطالعات فتوتيپي، ژنوتيپ 

 (، مقاوم جزئي داشت اماA37) قارچ عامل بيماري

 ;Paknia, 2018) حساس بود SDR19پ ژنوتي

Khalifani, 2016 3( )جدول.) 

 

b c a 
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 Sclerotinia( قارچ عامل بيماريA37هاي آفتابگردان روغني آلوده شده با جدایه )متوسط درصد نکروز در لاین -3جدول 

sclerotiorum 
Table 3. Mean percentage of necrosis of oily sunflower lines inoculated with S. sclerotiorum isolate 

(A37) 

Genotype Response to fungal 

isolate (A37) 
Origin Type 

Percentage of 
contamination  

(mean ± se) 

SDR19 Susceptible USA Breeder line 0.00±100٪ 

8A*/LC1064C Partially 

Resistant 
France Breeder line 3.68±59.33٪ 

 

قارچي  ها به جدایه مقاومت ژنوتيپ منظور بررسيبه

( در سطح مولکولي، تغييرات بيان A37عامل بيماري )

در  PCRبا  HaPP2Cو  HaZFHD ،PDF1.2ژن هاي 

زمان واقعي بررسي شد. نتایج تجزیه واریانس نشان 

دهد که تاثير ژنوتيپ، زمان پس از آلودگي و اثر مي

ن هاي زمان بر روي ميزان بيان ژ× متقابل ژنوتيپ 

PDF1.2  وHaPP2C  در سطح احتمال یک درصد

اثر ژنوتيپ  ،HaZFHDدار بود. در رابطه با ژن معني

دار نبود ولي اثر زمان پس از آلودگي و روي بيان معني

زمان بر روي ميزان بيان ژن × اثر متقابل ژنوتيپ 

دار بودن اثر متقابل نشان مي . معنياستدار معني

ها  ژنوتيپدر  هاي مورد بررسيان ژنيب يالگو دهد که

(8A*/LC1064C  وSDR19 )قارچ  با آلودگي از پس

 ،بسته به زمان یي،نياياسکلروت پوسيدگي مارييعامل ب

 (.0است )جدول متفاوت 

قارچ  (A37) در پاسخ به جدایه SDR19 و 8A*/LC1064C هاي هاي مورد مطالعه در لاینتجزیه واریانس بيان ژن -0جدول 

 يماري پوسيدگي اسکلروتينيایي یقه ساقهعامل ب

Table 4. Variance analysis of genes expression in sunflower (Helianthus annuus L.) lines (SDR19 and 

8A*/LC1064C) in response to A37 isolate of Sclerotinia sclerotiorum; fungal agent of basal stem rot 

disease. 

Source of variations 
degree of 
freedom 

PDF1.2 HaZFHD HaPP2C 
Mean 

sqaure 

P-value Mean 

square 
P-value Mean 

sqaure 

P-value 

Genotype 1 116.75 0.00 58.62 ns0.42    3756.25 0.00 
Time 4 79.52 0.00 1064.48 0.00 2144.48 0.00 

Genotype × Time  4 92.41 0.00 2281.28 0.00 1638.45 0.00 
Error 18 6.64 - 95.42 - 41.79 - 

ns ،**  دار در سطح احتمال یک و پنج درصد.ترتيب غيرمعني دار و معني: به*و 
ns, ** and *: Non-significant, significant at 1% and 5% of probability levels, respectively.  

 

 PDF1.2بیان ژن 
ــاوم  PDF1.2ژن  يــانب يالگــو ــي مق در ژنوتيــپ جزئ

8A*/LC1064C، گي القاء شـد و  سه ساعت بعد از آلود

نسبت به ژنوتيپ حساس، به حداکثر ميزان بيان خـود  

 که این افزایش بيـان در لایـن حسـاس    رسيد در حالي

SDR19،  عامـل   قـارچ  بـا  آلـودگي  از شش ساعت پـس

(. بنـابراین  3ينيا اتفـاق افتـاد )شـکل    اسـکلروت يماري ب

در ژنوتيپ حسـاس،   PDF1.2افزایش سطح تظاهر ژن 

 00ميزان در فاصله زمـاني شـش تـا     با تاخير و از نظر

ساعت بعد از آلودگي بود. احتمالا بيان زود هنگام ایـن  

ژن در ژنوتيپ جزئي مقاوم، باعـث جلـوگيري از رشـد    

عنوان محرک سازوکارهاي دفاعي بيمارگر مي شود و به

تواند در ایجاد مقاومـت  هاي مرتبط با آن ميو بيان ژن

 نقش موثري داشته باشد.  

ژني است که در مقاومـت   PDF1.2مطالعات،  بر اساس

هـاي نکروتـروف نقـش اساسـي دارد     گياهان بـه قـارچ  

(Veronese et al., 2004).  ــاهي ــين گيـ دیفينسـ

(PDF1.2      اغلب به عنـوان یـک نشـانگر رایـج بـراي ،)

مسير القاي پيام دفاعي وابسته بـه جاسـمونيک اسـيد    

هــا نشــان داده اســت کــه فعاليــت باشــد. بررســيمــي

هـاي  برداري ژن دفاعي دیفينسـين تحـت تـنش   هنسخ

ــتر از ژن  ــتي، بيش ــاي زیس ــر  0PALو  1NPR1ه تغيي

                                                                               
1. Natriuretic peptide receptor 1 
2. Phenylalanine ammonia lyase 
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و  NPR1ژن هـاي  (. Grant & Lamb, 2004یابـد ) مي

PAL    ژن  .جزو ژن هـاي دفـاعي هسـتندNPR1   یـک

ــابي      ــت اکتس ــير مقاوم ــدي مس ــده کلي ــيم کنن تنظ

سـطوح  سيستميک با واسطه  اسيد سالسيليک اسـت.  

بر اساس مطالعـات پيشـين    PDF1.2ژن برداري نسخه

هاي مقاوم افزایش داشـته اسـت ولـي عـدم     در ژنوتيپ

هاي حساس یا فعاليت تاخيري این ژن در ژنوتيپ بيان

 (. Radwan et al., 2005مشاهده شده است )
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آفتابگردان دانه روغني پس از آلودگي با  SDR19و 8A*/LC1064C هاي در ژنوتيپ PDF1.2الگوي بيان ژن  -3شکل 

 ( قارچ اسکلروتينياA37جدایه )
Figure 3. Expression profiling of PDF1.2 genes in oily sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes 

(8A*/LC1064C and SDR19) after inoculation by (A37) isolate of S. sclerotiorum. 

 

 ژنوتيپدو در  HaZFHDژن  يانب يالگوبررسي 

8A*/LC1064C  وSDR19 هاي مختلف طي زمان

دهد که بيان این ژن در نشان مي آلودگي از پس

جزئي  ژنوتيپهاي اوليه )سه و شش ساعت( در زمان

مقاوم نسبت به حساس تا حدودي افزایش یافت و 

 ژنوتيپساعت( در  10فزایش بيان با تاخير )سپس ا

ساعت بعد از آلودگي،  09حساس دیده شد. دوباره در 

 نشان دادجزئي مقاوم  ژنوتيپاین ژن افزایش بيان در 

دليل آلودگي ثانویه در گياه ( که احتمالا به0)شکل 

ميزبان، همزمان با انشعابات شبکه ميسيليومي قارچ 

ان گفت که افزایش زودهنگام توبوده است. بنابراین مي

بيان این ژن نيز احتمالا با مقاومت به بيماري ارتباط 

با توجه  HaZFHDژن  يانبداشته باشد. طبق نتایج، 

زمان متفاوت است که نشان دهنده -به ترکيب ژنوتيپ

نقش این ژن در مکانيسم دفاعي گياه در برابر تنش 

عمدتا در تنظيم  HaZFHDژن باشد. زیستي مي

ونویسي نقش دارد ر
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObjecttype(

)=locus&name=At1g14687 ژن حاوي همودمين .

آمينواسيدي است  04به اندازه تقریبي 1انگشت روي

نقش دارد.  DNAوتئين به که در اتصال پر

هاي هاي حاوي این دمين در تنظيم بيان ژنپروتئين

هاي دخيل در مکانيسم دفاع به مختلف از جمله ژن

بيمارگرها و انتقال پيام نقش اساسي دارند 
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR006456.) 

 

 HaPP2Cبیان ژن 

 وتيپژندو در  HaPP2Cژن  يانب يالگوبررسي  

8A8/LC1064C  وSDR19 قارچ با آلودگي از پس 

دهد که سطح بيان ينيا نشان مياسکلروت يماريعامل ب

این ژن در ژنوتيپ مقاوم در مقایسه با ژنوتيپ حساس 

                                                                               
1. Zinc-finger-homeodomain (ZF- HD) 

Time after inoculation 

(hours) 

 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObjecttype=locus&name=At1g14687
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObjecttype=locus&name=At1g14687
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Time after inoculation 

(hours) 

 

Time after inoculation 

(hours) 

در سه و شش ساعت پس از آلودگي با قارچ 

داري افزایش یافته است طور معنيينيا، بهاسکلروت

جزئي مقاوم در  (. افزایش بيان در ژنوتيپ5)شکل 

ساعت بعد از  09مقایسه با ژنوتيپ حساس، دوباره در 

 بيان   و سریع  القاء   با توجه به مشاهده شد.  آلودگي 
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پس از دان دانه روغني آفتابگر SDR19و 8A*/LC1064C ژنوتيپ هاي در  HaZFHDژن  يانب يالگو -0شکل 

 ( قارچ اسکلروتينياA37یه )با جدا يآلودگ
Figure 4. Expression profiling of HaZFHD gene in oily sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes 

(8A*/LC1064C and SDR19) after inoculation by (A37) isolate of S. sclerotiorum. 
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پس از آفتابگردان دانه روغني  SDR19و  8A*/LC1064C ژنوتيپ هاي در  HaPP2Cژن  يانب يالگو -5شکل 

 ( قارچ اسکلروتينياA37یه )با جدا يآلودگ

Figure 5. Expression profiling of HaPP2C gene in oily sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes 

(8A*/LC1064C and SDR19) after inoculation by (A37) isolate of S. sclerotiorum. 

 

توان بالاي این ژن در ژنوتيپ جزئي مقاوم، مي

هاي استنباط کرد که احتمالا این ژن در واکنش

سرعت پاسخ گياه به باشد. مرتبط با مقاومت دخيل 

امل تعيين کننده مقاومت یا ترین عواز مهم ،بيمارگر

باشد، حساسيت گياه مورد نظر به بيمارگر مي

به سرعت پس از  هاي دفاعي گياهکه اگر پاسخطوريبه
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، گياه در مقابل بيمارگر القاء شودحمله بيمارگر 

هاي دفاعي با دهد ولي اگر پاسخمقاومت نشان مي

 ،سرعت کم و به آهستگي پس از آلودگي صورت گيرد

 و قادر به مقاومت نيست استبه بيمارگر حساس گياه 

(Hammond-Kosack & Parker, 2003.)  بنابراین به

شناسایي به موقع حمله  که رسدنظر مي

شده  ءهاي دفاعي القاو سرعت پاسخ هاميکروارگانيسم

تواند تفاوت اصلي بين گياهان حساس و مقاوم مي

د که نشان مي ده Zhao et al. (2007)بررسي . باشد

 Protein phosphatase 2C (PP2C)-relatedژن 

(HaPP2C در مسير )باشدانتقال پيام دفاعي فعال مي. 

هاي اوليه پس نتایج این تحقيق نشان داد که در زمان

هاي مورد بررسيدر ژنوتيپ از آلودگي، اکثرا بيان ژن

جزئي مقاوم بيشتر از ژنوتيپ حساس بود. به عبارتي، 

ها در ژنوتيپ جزئي مقاوم در اثر سطح بيان این ژن

تر افزایش آلودگي نسبت به ژنوتيپ حساس، سریع

گيري کرد که توان نتيجهیافته است؛ بنابراین مي

 عوامل بيان کنترل مهمي در ها، نقشاحتمالا این ژن

اسکلروتينيا دارند.  بيماري به گياه مقاومت القاکننده

در  8A8/LC1064Cمقاومت ژنوتيپ  نتایج، این طبق

توان از آن،  به شود و ميسطح مولکولي تایيد مي

 به ایجاد هيبرید مقاوم براي بالقوه مناسب لاین عنوان

 ي،در پژوهشاستفاده کرد.  اسکلروتينيا بيماري

 ي هاي کد کننده عوامل رونویسبيان ژنتغييرات 

(AP2 Domain ،HD-Zip  وMYB Family در )

 يماري اسکلروتينياعامل ب  SSU53جدایهواکنش به 

(Sclerotinia sclerotiorum)  هاي حساس ژنوتيپدر

(RHA266 و ) جزئي( مقاومLC106-C آفتابگردان با )

نتایج نشان داد  .بررسي شد Real time PCRتکنيک 

که ميزان بيان ژن کد کننده عوامل رونویسي مورد 

هاي حساس و مقاوم آفتابگردان مطالعه در لاین

که ميزان بيان ژن کد کننده طوريبهمتفاوت است 

در  MYB Familyو  AP2 Domainعوامل رونویسي 

در مقایسه با لاین حساس  LC106-Cلاین مقاوم 

RHA265 نتایج .نشان داد داري افزایشطور معنيبه، 

 AP2مثبت عوامل رونویسي بالقوه دهنده نقش نشان

Domain وMYB Family  در مکانيسم مقاومت گياه

ردان در پاسخ به آلودگي قارچ عامل اسکلروتينيا آفتابگ

 مطالعه در(. Najafzadeh et al., 2017بود )

گزارش کردند  Darvishzadeh et al.  (2008)،دیگري

-MYBو  AP2 domainرونویسي  عامل دو بيانکه 

related بيماري عامل قارچهاي در پاسخ به جدایه 

متفاوت  ایهجد-ژنوتيپ مختلف ترکيبات در 1سياه ساقه

-HDرونویسي  عامل بيان در تفاوتي کهدرحالي است

Zip د. مشاهده نشZhang et al (2009 با انتقال ژن )

GmERF3 رونویسي از نوع  عامل یک کهAP2/EFR 

گياه  نمودند که مشاهده توتون به سویا از گياه باشد،مي

ناشي  بيمارهاي به نسبت توجهي قابل گيرنده، مقاومت

و قارچ  Ralstonia solanacearumاز باکتري 

Alternata alternaria در بررسي دهد. نشان مي

( PAL2فنيل آلانين آمونيالياز دو ) هايالگوي بيان ژن

هاي در لاین( TLP)پروتئين شبه توماتين  و

 بيماري عامل قارچ هايجدایه به پاسخ در آفتابگردان

بين  ،PALکه در رابطه با ژن  شداسکلروتينيا گزارش 

ساعت  09و  ششهاي در زمان مورد بررسي دو لاین

ساعت  09در  TLPپس از آلودگي و در رابطه با ژن 

بيان ميزان داري از نظر اختلاف معني ،پس از آلودگي

در  PALکه سطح بيان نسبي طوريبه ،وجود دارد

ساعت پس از  ششمقاوم در زمان جزئي  ژنوتيپ

 ،پس از آلودگي ساعت 09در  و برابر 100 ،آلودگي

حساس بود. سطح بيان  ژنوتيپبرابر بيشتر از  هشت

برابر بيشتر از  031 ،نيز در لاین مقاوم TLPنسبي ژن 

در پژوهشي،  .(Nouri et al., 2017) لاین حساس بود

Mohammadian-Farsani et al.  (2014 گزارش )

لياز  آمونياآلانينفنيل هايرونوشت ژن سطحکردند که 

( در TLPو پروتئين شبه توماتين ) (PAL2دو )

 قارچ هايجدایه به پاسخ در هاي آفتابگردانژنوتيپ

(، Phoma macdonaldii)سياه  ساقه بيماري عامل

 جدایه -ژنوتيپ متقابل و اثر ژنوتيپ جدایه، تأثير تحت

در  PDF1.2و  NPR1هاي بيان ژن باشد.مي

فيدک هيپوکوتيل آفتابگردان تحت شرایط آلودگي با س

با  NPR1و نتایج نشان داد که ژن  شدارزیابي  0پودري

سریع، مرتبط با واکنش فوق حساسيت و  بيانفعاليت 

                                                                               
1. Phoma black stem 
2. Downy mildew 
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در بافت گياه مقاوم در  SARاندازي سازوکار راه

هاي و همچنين سطح نسخه ژن بودمقایسه با شاهد 

PDF1.2  وPR5 هاي مقاوم افزایش یافت. از در ژنوتيپ

ها در عاليت دیرهنگام این ژنطرفي عدم بيان یا ف

(. Radwan et al., 2005ترکيب حساس مشاهده شد )

در ارزیابي واکنش هفت لاین آفتابگردان به انگل گل 

اي چندساله، ژنوتيپ ها به جاليز طي آزمایشات مزرعه

سه گروه مقاوم، متحمل و حساس تفکيک شدند. در 

 ، دیفنسين وNPR1 ،PALهاي ادامه بررسي بيان ژن

PR5 هاي آفتابگردان در طي آلودگي با سه در لاین

نشان  RT-PCRجمعيت انگل گل جاليز با استفاده از 

و دیفنسين در گياهان آلوده  PR5داد که بيان ژن 

هاي داري با گياهان شاهد داشتند اما ژناختلاف معني

PAL  وNPR1  تغييرات کمتري را بين گياهان آلوده و

(. در Şestacova et al., 2016شاهد نشان دادند )

که اختلاف  نشان داد QRT-PCRتحقيقي، تجزیه 

بين  VSP2و  PDF1.2هاي کمي در بيان ژن

 ( آرابيدوپسيس به بيماري jin1هاي حساس )موتانت

S. sclerotiorum  و نوع وحشي وجود دارد 

(Guo & Stotz, 2007).  چندین هورمون گياهي در

کنند. همي ایفا ميتنظيم پاسخ دفاعي گياه نقش م

هاي درگير که اسيد ساليسيليک در تحریک ژندرحالي

هاي بيوتروف نقش دارد، اسيد در مقاومت به بيمارگر

هاي نکروتروف جيبرليک و اتيلن در واکنش به بيمارگر

در  .(Mc Dowell & Dangl, 2000نقش دارند )

برداري در دو تحقيقي، تغييرات بيان فاکتورهاي نسخه

 ( و حساس H. maximilianiپ مقاوم )ژنوتي

(H. annuus آفتابگردان در پاسخ به آلودگي با )

مورد بررسي قرار گرفت.  S. sclerotiorumبيمارگر 

سطح فاکتورهاي نسخه برداري مرتبط با مقاومت به 

ليگاز و سيستئين  -کو اي–مانند کومارات  بيمارگر

کتور نسخه پروتئاز در ژنوتيپ مقاوم افزایش یافت اما فا

ميتيونين در ژنوتيپ حساس  -آدنوزیل-برداري اس

در  (.Muellenborn et al., 2011افزایش نشان داد )

اسکلروتينيا مشخص  -تحقيقي در پاتوسيستم کلزا

شـد کـه سـطح بيان ژن هاي درگير در تشخيص 

زا، آبشار پيام دهـي پروتئين کيناز فعال عامل بيماري

تحریک کننده تقسيم سلول  )ميتوژن: ميتوژن شده با

 WRKY، تنظيم کننـده نسـخه بـرداري از نوعو ميتوز(

تشـخيص پيـام دهـي اتـيلن و جاسـمونيک اسـيد،  ،

بيوسنتز پروتئين هاي مرتبط با دفاع و ایندوليک 

گلوکوزینولات در لاین مقاوم بسيار بيشتر از لاین 

  .(Wu et al., 2016) حساس است

و  HaPP2Cهاي ژنبيان سطح  نتایج نشان داد که

HaZFHD  8 مقاوم  ژنوتيپ جزئيدرA*/LC1064C 

در زمان هاي  SDR19حساس  ژنوتيپدر مقایسه با 

افزایش مي  اوليه بعد از آلودگي با قارچ عامل بيماري

ها یابد که احتمالا نشان دهنده مشارکت بالاي این ژن

يد با تای هاي دفاعي در برابر آلودگي باشد.در پاسخ

بيماري عامل  در مقابل 8A*/LC1064Cمقاومت لاین 

 از لاین مذکور توانميدر سطح مولکولي، اسکلروتينيا 

در اصلاح هيبرید مقاوم ارقام در توليد طور بالقوه به

 کاهش براي را نمود و راهاستفاده نباتات متداول 

 هموار آفتابگردان در بيماري این از ناشي خسارات

 .نمود
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