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 چکیده

 یقارچ هايیماريب ینتراز مهم شود، یکیایجاد می Sclerotinia sclerotiorumکه توسط قارچ  ساقه يیقهاسکلروتینیایی  پوسیدگی
 .مقابله با بیماري است يهاروش ترینياز اقتصاد یکی یماريبه ب تحملم هايیپاستفاده از ژنوترود. در ایران به شمار میآفتابگردان 

داري بین بروز کمتر نکروز  ارتباط معنییابی ارتباطی براي مقاومت به بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی در آفتابگردان،  در مکاناخیرا 
رونویسی  عوامل توسط هاي دفاعی به شدت ژن بیاناز طرف دیگر،  .مشاهده شده است HaRIC_Bژن بیان ناشی از اسکلروتینیا و 

)جزئی مقاوم(  LC1064C/8*A هاي لایندر  MYB تیپ ازو عامل رونویسی  HaRIC_B ژن یانب یزان، مپژوهش یندر اگردند. می تنظیم
 درمراز  یپل يا رهیزنج واکنش با روش اسکلروتینیا یماريقارچ عامل ب A37ي یهبا جدا یآفتابگردان بعد از آلودگ)حساس(  SDR19و 

ژن در  انیب زانیمشاهده شد که م مطالعهمورد  لایندو  در HaRIC_Bژن  انیب يالگو یبررس در شد. یبررس یواقع زمان
دو است. همچنین در مقایسه بیان ژن در  افتهی شیافزا بتدریج يماریب عامل قارچ با یآلودگ از بعد زمان گذشت با  LC1064C/8*Aلاین

در  .است شتریب یاز آلودگ بعد يها زمان از کی هر در SDR19 لاین با سهیمقا در  LC1064C/8*Aلایندر  انیب زانیمکه لاین دیده شد 
ژن مخصوصا در ژنوتیپ  دو، یک ارتباط منطقی بین میزان بیان  MYB تیپ ازعامل رونویسی و  HaRIC_Bالگوي بیان ژن  يمقایسه

LC1064C/8*A   .ی از تیپسیعامل رونو احتمالاً نیبنابرامشاهده شد MYB ژن  انیب کیتحر درHaRIC_B القاء مقاومت  دربنابراین  و
  LC1064C/8*A نیمقاومت لا دییتا با. دارد شتریب يها یبررس به ازین البته که باشد موثردر آفتابگردان  ییاینیاسکلروتپوسیدگی به 
اصلاح نباتات متداول  درهیبرید مقاوم  ارقام دیمذکور در تول نیتوان بالقوه از لایم ،یسطح مولکول در اینیاسکلروت يماریب عامل مقابل در

 .نموداستفاده 
 کمی. PCR، عامل رونویسی، کمیّ: آفتابگردان روغنی، بیان ژن، مقاومت  های کلیدیواژه

 
 مقدمه

 ( گیاهی از.Helianthus annuus Lآفتابگردان زراعی )
(، دولپه و Compositaeیا  Asteraceaeتیره مرکبان )

هاي داراي گونه  Helianthusجنسباشد.  یکساله می
دیپلوئید، تتراپلوئید و هگزاپلوئید است که آفتابگردان زراعی 

 کروموزوم می 2n =2x =34هاي دیپلوئید با جزو گونه

باشد. نزدیکترین خویشاوندان شناخته شده این جنس 

Tithonia ،Viguiera  وPhoebanthus باشند می
(Heiser et al., 1969.)  ي رشد کوتاه گیاه داراي دورهاین

روز(  160-120روز و ارقام دیرس  120-90)ارقام زودرس 
آفتابگردان قابلیت رشد در طیف  (.Bhutta, 1998)باشد می

 ,FAO)ها و شرایط آب و هوایی را دارد وسیعی از خاک

ي هاي آفتابگردان پدیدهترین ویژگیاز مهم (.2010
گل دهنده آن است که  يهلیوتروپیسم قسمت انتهایی ساقه
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باعث کاهش خسارت ناشی از پرندگان و مانع توسعه 
سطح زیر کشت  (.FAO, 2010)گردد ها میبیماري

 26533596برابر با  2017آفتابگردان در جهان در سال 
تن با متوسط عملکرد  47863077هکتار و میزان تولید 

 ,FAO)شده است  گزارشکیلوگرم در هکتار  9/1803

سطح زیر کشت آن در ایران در همین سال برابر  (.2017
تن برآورد شده است  40000هکتار با مقدار تولید  40000

(FAO, 2017.)  درصد هشت ارقام روغنی آفتابگردان حدود
را به خود اختصاص  هاي روغنی جهان از کل تولید دانه

درصد(، پنبه  14درصد(، کلزا ) 55اند و پس از سویا )داده
درصد( و بادام زمینی پنجمین منبع تامین روغن  10دانه )

روغن  (.FAO, 2010)گردد خوراکی در جهان محسوب می
، Aهاي محلول در چربی شامل آفتابگردان حاوي ویتامین

D ،E وK اع لینولئیک و و غنی از اسیدهاي چرب غیراشب
هایی با باشد و به همین دلیل جزو روغن فاقد کلسترول می

کنجاله  (.Murphy, 1994)شود مرغوبیت بالا محسوب می
پروتئین  دارا بودن کشی به دلیلبه دست آمده بعد از روغن

درصد( بالا به عنوان  18-20درصد( و کربوهیدرات ) 35)
مورد استفاده قرار هاي غذایی طیور و دام مکمل در برنامه

 گیرد.می

عوامل مختلف زنده و غیر زنده باعث افت عملکرد 
توان به شوند که از جمله عوامل زنده میآفتابگردان می

ساقه که توسط  يبیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی یقه
 Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Baryبیمارگر 

اشاره کرد که خسارت زیادي به این  ،شود میایجاد 
قارچ عامل  (.Bolton et al., 2006)کند محصول وارد می

 نهیبه نام سخت یاستراحت يها اندام دیتول با يماریب
 قی. قارچ از طرابدی یخاک بقا م درمدت  ی( طولان1)اسکلروت

 يماریب جادیا زبانیتواند در م یم مشخصسازوکار  دو
( کیوژنیسلی)م یومیسلیم زدن جوانه قیطر از یکی .دینما

باشد که با حمله به  یم سهیر دیها در خاک و تول اسکلروت
 تینها در و طوقه و شهیر یدگیپوس جادیا زبانیم شهیر

                                                           
1Sclerot 

ها در خاک از  اسکلروت دوم حالت در و کند یم یپژمردگ
آسکوکارپ  دی( جوانه زده و تولکی)کارپوژن یشیزا قیطر

 (.Morall et al., 1976) کنند یم( ومیشکل )آپوتس یبشقاب
 فواصل در توانندیم اندام نیا از حاصلي آسکوسپورها

ساقه و به  يبالا يهاقسمت و فتهای انتشاري دورتر
هاي این قارچ قادر به نمایند. گونهخصوص طبق را آلوده 
باشند که هنوز نقش آنها در سیکل تولید میکروکنیدي نیز می

 ,Willetter and Wong)زندگی قارچ مشخص نشده است 

تواند توسط آلودگی گیاه بیماري می يانتشار ثانویه (.1980
ها یا ي رشد میسیلیوم بین قاعده ساقهبه گیاه به وسیله

هاي هوایی گیاهان آلوده با گیاهان سالم مجاور تماس قسمت
 ,Huang and Hoes)در اواخر فصل رشد اتفاق بیافتد 

هاي هاي آلوده ابتدا به صورت لکهعلایم در محل (.1980
شود که به تدریج میسیلیوم کشیده و آب سوخته ظاهر می

پوشاند و بافت سفید رنگ و پنبه مانند قارچ روي آنها را می
شود. در مراحل پیشرفته بیماري، می هوده نکروزقسمت آل

ها و حتی در علایمی چون زردي و پژمردگی در برگ
کند و معمولاً در نهایت گیاه مواردي در کل گیاه بروز می

آلوده ممکن است ي ساقهرود. خشک شده و از بین می
شکل هاي کروي تا بیشکافته شود، در این صورت سختینه

خاکستري تا سیاه که در داخل بافت ساقه  به رنگ سفید
شود که یکی از علایم بارز این اند، دیده میتشکیل شده
ي توانند در طول مرحلهباشد. آسکوسپورها میبیماري می

ها به طبق نفوذ کرده و موجب گرده افشانی از میان گلچه
کوتاه  يپوسیدگی طبق شوند و علایم آن طی یک دوره

 ,.Gulya et al)شود ی طبق ظاهر میکمون در سطح پشت

1997.)  
به جهت انتشار  Sclerotiniaهاي قارچی جنس گونه 

 ،(Adams and Ayers, 1979; Purday, 1979)جهانی 
 ;Boland and Hall, 1994)میزبانی وسیع  يدامنه

Purday, 1979،) هاي مقاوم و بقاء طولانی تولید سختینه
 Bardin and)مدت در خاک )معمولاً بیش از سه سال( 
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Huang, 2001) هاي و تنوع ژنتیکی گسترده در جدایه
مختلف عامل بیماري به عنوان یکی از مهمترین بیمارگرهاي 

 Bolton et al., 2006; Davar)گیاهی شناخته می شوند 

et al., 2011)يري در منطقه. شیوع و توسعه این بیما 
غرب کشور باعث کاهش سطح زیرکشت این محصول شمال

-شده است. وسعت خسارت در بعضی مواقع به حدي می

-رسد که از مزارع تحت کشت، عملاً محصولی برداشت نمی

 (. Emamgholi et al., 2015شود )
خصوصیات ي مطالعههاي مولکولی، روش يبا توسعه

ها و در مقاومت به بیماريهاي گوناگون درگیر ژن
سازوکارهاي دخیل در مقاومت تسهیل شده است. همانطور 
که بیمارگرها سعی در استثمار گیاهان زنده دارند، گیاهان 

هاي دفاعی براي نیز درصدد توسعه و تکامل سیستم
بیمارگرها هستند و در ي حملهجلوگیري یا تحمل در برابر 

ناگونی توسعه یافته است هاي گواین رابطه استراتژي
(Abdel Monaim et al., 2011.) در زمان القاي واکنش-

زا هاي بیماريهاي دفاعی که بر اثرحمله میکروارگانیسم
ها در میزبان فعال شده و اي از ژنشوند، مجموعهایجاد می

باعث القاء مقاومت در گیاه میزبان میشوند. به عنوان نمونه 
یابی ارتباطی براي مقاومت به بیماري  در مکاناخیرا 

داري  ارتباط معنیپوسیدگی اسکلروتینیایی در آفتابگردان، 
ژن بیان بین بروز کمتر نکروز ناشی از اسکلروتینیا و 

HaRIC_B ت مشاهده شده اس(Fusari et al., 2012.)  

بیان ژنهاي دفاعی به شدت توسط عوامل رونویسی 
عوامل رونویسی  (.Zhang et al., 2013)گردند تنظیم می

هاي زنده بافتي از اجزاي کلیدي در کنترل بیان ژن در همه 
از میان عوامل رونویسی  (.Chew et al., 2013)باشند می

 ,.AP2 Domain  (Aharoni et alهايمختلف، پروتئین

2004) ،WRKY (Mare et al., 2004،) MYB 
(Yamaguchi Shinazaki and Shinozaki, 2005) و 

HD-ZIP (Javelle et al., 2011)  بارزترین نقش را در
تاکنون چندین مطالعه در رابطه با  ها دارند.پاسخ به تنش

                                                           
1. The Associated Seed Growers, Inc. 

ها و عوامل رونویسی دخیل در مقاومت به بررسی بیان ژن
 یفارسان انی)محمدبیماري در آفتابگردان انجام گرفته است 

و  اردلیهوش ؛1396 ،و همکاران ينور ؛1393 ،و همکاران
 Alignan et؛1396 ،همکاران و زاده نجف ؛1393 ،همکاران

al., 2006; Darvishzadeh et al., 2007.) يا ر مطالعهد 
در مقاومت آفتابگردان   MYBیسیمل رونوانقش مثبت ع

 است شده مشاهده اینیاز قارچ اسکلروت یناش یبه آلودگ
  (.1396 ،همکاران و زاده نجف)

در دفاع آفتابگردان   HaRIC_Bبا توجه به اهمیت ژن 
 Fusari)علیه قارچ عامل بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی 

et al., 2012)  و نقش مثبت عامل رونویسیMYB  در
 ،(1396 ،همکاران و زاده نجف)هاي دفاعی  تحریک مکانیسم

 پیاز ت یسیرونو املع انیمطالعه به همزمان ب نیا در
MYB  و ژنHaRIC_B  واکنش  باآفتابگردان  لایندر دو
 یپل يا رهیزنج واکنش کیبا تکن يماریمتفاوت به ب تیحساس
 Real time polymerase chain) یواقع زمان درمراز 

reaction ) .مورد ارزیابی قرار گرفته است 
 

 هاروش و مواد
 بیماری عامل قارچ یجدایه و گیاهی مواد

: يماریبه ب واکنش) LC1064C/8*A خالص يها نیلا
 یِقاتیتحق مرکز ،فرانسه کشورمنشاء:  مقاوم، یجزئ

1ASGROW19 ( وSDR (حساس،: يماریبه ب واکنش 
با واکنش ( 2USDA یِقاتیمرکز تحق کا،یآمرکشور منشاء: 

یماري قارچ عامل ب A37ي  یهجداحساسیت متفاوت به 
Sclerotinia sclerotiorum  طبق نتایج مطالعات پیشین

 بذر لاین (.1397 ،و همکاران یفانیخل ی)موسانتخاب شدند 

هاي آفتابگردان انتخاب شده از موسسه تحقیقات آگرونومی 
 Institut national de la rechercheفرانسه )

agronomique; INRA .مورد مطالعه  هیجدا( تهیه گردید
 یدگیپوس يماریب املع قارچ بهآفتابگردان آلوده  مزارعاز 

2. The United States Department of Agriculture  
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-جمع یغربجانیدر استان آذربا ساقه يیی یقهاینیاسکلروت

بذور (. 1397 ،همکاران و یفانیخل یموس) است هشد يآور
 × 60)ابعاد دهانه: هاي مستطیلی پلاستیکی  در گلدان ها نیلا

در محیط پیت ماس  متر( یسانت 17ارتفاع:  متر، یسانت 20
 با ياریآب دوردو  هر از شیآزما طول درکشت داده شدند. 

 تریل در گرم مین يحاو آب با ياریآب دور کی ،یمعمول آب
گیاهان در شرایط . شد انجام( NPK) 20- 20- 20 کود

گراد، رطوبت  سانتی يدرجه 25±1کنترل شده با دماي 
ساعت به  12و با فتوپریود تاریکی/ روشنایی  %65نسبی 

پرورش یافتند  V6-V8مدت شش هفته تا مرحله 
(Schneiter and Miller, 1981 جدایه1( )شکل .)  يA37 

 دکستروز ینیزم بیسقارچ عامل بیماري روي محیط کشت 
(  ,pH 1-gL 39Potato Dextrose Agar ,6.0) آگار

، آلمان( کشت داده شده و در انکوباتور ساخت شرکت مرک)
براي تلقیح  داري شد. سانتی گراد نگهي درجه 25±1با دماي 

 سههایی( از میسیلیوم با قطر  گیاهان پلاگ هایی )دیسک
ي ساقه گیاه قرار داده شد و بعد از  میلیمتر در بخش پایه

قرار دادن یک پنبه خیس اطراف آن، با پارافیلم به منظور 
هاي حفظ رطوبت براي رشد قارچ بسته شد. سپس در زمان

آلودگی، از محل تلقیح ساعت بعد از  48و  24، 12، 6، 3صفر، 
 -80ها در نیتروژن مایع به فریزر  برداري شد و نمونه نمونه
 ییمنظور کنترل کاراگراد منتقل شدند. به  سانتی يدرجه

 هاي لاینشده از  یحتلق( اهیگ 18 حداقل) یاهگ ینچند یح،تلق

LC1064C/8*A  وSDR19،  رشد  یحبعد از تلق چند روزتا
نکروز به صورت ي مشاهدهدر این مدت امکان  داده شدند.

 شدت بیماري بر اساس مساحت لکهو  آشکار وجود داشت

 يبراگیري بود.  هاي ایجاد شده در محل تلقیح قابل اندازه
 استفادهتکرار  سه با یطرح کاملا تصادف از آزمایش انجام

 .بود گیاهچهشش  شامل)کرت(  یشی. هر واحد آزماشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
: Cو  A37جدایه   Sclerotinia sclerotiorumشده با بیمارگر  : گیاه آلودهB: نمایی از لاین های کشت شده در شرایط کنترل شده، A -1شکل 

 .Potato dextrose agarشکل ظاهری قارچ بیمارگر در محیط کشت 
Figur 1. A: View of cultivated lines under controlled conditions, B: Plant inoculated by A37 isolate of Sclerotinia 

sclerotiorum, C: The appearance of pathogenic fungi in the culture medium; Potato dextrose agar (PDA).  

A B 

C 
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  cDNA سنتز و RNA استخراج
با استفاده از ي گیاهی هااز نمونه RNAاستخراج 
)شرکت سیناکلون، ایران(  TMplus-RNXمحلول استخراج 

 خلاصه طبق پروتکل شرکت سازنده انجام گرفت. به طور
گرم در ازت مایع میلی 100تا  50اندازه  نمونه گیاهی به ابتدا

-RNXمیکرولیتر بافر  600 سپسخرد و هموژنیزه شد. 

plus  تا  10بعد از به تیوپ حاوي پودر نمونه اضافه شد و
یک میکرولیتر مرکاپتواتانول به ورتکس کردن، ثانیه  15

 بهو  اضافه گردید RNX-plusتیوپ حاوي پودر و بافر 
قرار گراد(  سانتیي درجه 25)دقیقه در دماي اتاق  پنجمدت 

میکرولیتر کلروفرم به محلول اضافه و  200داده شد. سپس 
قرار داده شد. محلول به مدت دقیقه در روي یخ  15به مدت 

rpm 13000 (Revolutions per minute )ور دقیقه با د 15
 Model: Velocity 14R Benchtopسانتریفیوژ )

Refrigerated Centrifuge, No. 6727037, Name: 

Tabletop Centrifuge, Voltage: 220v 50Hz, 

Power: 800w, French)  گردید. بعد از جدا کردن فاز
رویی، هم حجم آن ایزوپروپانول اضافه شد. بعد از مخلوط 

سانتی  يدرجه -20دقیقه در دماي  30کردن، نمونه به مدت 
 rpm  ردودقیقه با  15گراد قرار گرفت. سپس به مدت 

 %75. سپس رسوب حاصل با الکل شدسانتریفیوژ  12000
میکرولیتر آب عاري از نوکلئاز به رسوب  25شستشو و 

 10گراد به مدت  سانتی يدرجه 60اضافه شد و در دماي 
 RNAبراي ارزیابی کمیت و کیفیت  دقیقه قرار داده شد.

 در استخراج شده از دستگاه اسپکتوفوتومتري و الکتروفورز
 ،cDNAاز سنتز  قبل .ژل آگارز یک درصد استفاده شد

طبق دستورالعمل  یژنوم DNAحذف  يبرا DNase ماریت
First Strand cDNA  TMRevertAid تیموجود در ک

Synthesis (#K1621, Thermo Scientific, USA) 
  انجام گرفت.

 Revertبا استفاده از کیت cDNAواکنش سنتز   

Aid First Strand cDNA Synthesis   طبق پروتکل
استریل  ۀلولبه طور خلاصه در شرکت سازنده انجام شد. 

نوکلئاز از میکرولیتر آب عاري پنج لیتري به مقدار  میلی 2

و استخراج شده  RNAمیکرولیتر  ششریخته شد. سپس 

به محلول dT (18Oligo dT )میکرولیتر آغازگر الیگو  یک
دقیقه  پنجاضافه شد. بعد از انجام سانتریفوژ پالسی، به مدت 

سانتی گراد قرار داده شد. پس از سرد کردن ي درجه 65در 
 و کوتاه زمان بامحلول روي یخ، یک ورتکس نرم )ورتکس 

، یک x5انجام گرفت. چهار میکرولیتر بافر واکنش  (کُند دور
 RNase Inhabitor TMRiboLockمیکرولیتر آنزیم 

(20u/µl دو میکرولیتر مخلوط ،)dNTP (10  و )میلی مولار
MuLV Reverse -M TMRevertAidم یک میکرولیتر آنزی

Transcriptase (200u/µl)  به محلول اضافه شد. سپس
 یک یوبت محتویاتسانتریفیوژ پالسی انجام گرفت تا تمام 

 سانتیي درجه 42دقیقه در  60شود. محلول براي جا جمع 

گراد قرار  سانتی يدرجه 70دقیقه در  پنجگراد و به مدت 
 یواکنش کنترل منف cDNAداده شد. براي بررسی صحت 

(RT-( واکنش کنترل منفی بدون الگو ،)NTC و واکنش )
 (-RT) یکنترل منفواکنش  کنترل مثبت در نظر گرفته شد.

 RNA يهادر نمونه DNA یوجود آلودگ صیجهت تشخ
 يواکنش برا يواکنش تمام اجزا نیاستخراج شده است. در ا

 مورد  Reverse transcriptase میبه جز آنز cDNAسنتز 
 ،میآنز از نکردناستفاده  به . با توجهردیگیم قرار استفاده

-ژن ریتکثي مرحله درو  هسنتز شد cDNA نمونه در دینبا

مشاهده  يباند، cDNA نیمورد مطالعه با استفاده از ا يها
است. واکنش  DNA یوجود آلودگ انگریشود. وجود باند ب

 در یآلودگ صیتشخ يبرا( NTCبدون الگو ) یکنترل منف
 واکنش ياجزا تمام واکنش نیا در. است واکنش ياجزا

 RNAاستفاده از  يجا بهمنتها  ؛شدهاستفاده   cDNA سنتز
 وشود  یماز نوکلئاز استفاده  ياستخراج شده از آب عار

واکنش  نی. در اشود یم عمل cDNA سنتز پروتکل مطابق
از نوکلئاز استفاده شده  ياز آب عار RNA يچون به جا
 ریتکث يمرحله در و شودیسنتز نم cDNA نیاست بنابرا

 يباند چیه cDNA نیا از استفاده با مطالعه مورد يهاژن
 ياجزا یآلودگ نشانگر باند وجود .مشاهده شود دینبا

صحت  ی. واکنش کنترل مثبت جهت بررسبود خواهد واکنش

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjSnZ-y9qLQAhWCPRQKHTvaCbwQFggaMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2FK1621&usg=AFQjCNEi23OdxLRZ9tExn2qUCTCY-ZYceA&bvm=bv.138493631,d.bGg
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjSnZ-y9qLQAhWCPRQKHTvaCbwQFggaMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2FK1621&usg=AFQjCNEi23OdxLRZ9tExn2qUCTCY-ZYceA&bvm=bv.138493631,d.bGg
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjSnZ-y9qLQAhWCPRQKHTvaCbwQFggaMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2FK1621&usg=AFQjCNEi23OdxLRZ9tExn2qUCTCY-ZYceA&bvm=bv.138493631,d.bGg
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شد.  انجام (cDNAمعکوس )سنتز  یسیانجام واکنش رونو
با  تیبرطبق دستورالعمل ک cDNAواکنش سنتز  نیدر ا

موجود  RNA .انجام شد تیموجود در ک RNAاستفاده از 
-یم بازلویک 3/1 طول به 1GAPDHنمربوط به ژ تیدر ک
طبق  تیبا استفاده از مواد موجود در ک cDNA. باشد

 يهاشد. دوره قیرق 1:100پروتکل ساخته شد و به نسبت 
شامل  GAPDH نژ ریجهت تکث PCRواکنش  یزمان

 به گرادیسانت يدرجه 94 يدر دما هیاول يواسرشته ساز
 دما همان با يساز واسرشته ،چرخه کی در قهیدق سه مدت

ي درجه 58 يدما در آغازگر اتصال ه،یثان 30 مدت به
 72 يدما در آغازگر بسط و هیثان 30 مدت به گرادیسانت

 انجام کلیس 35 در هیثان 45 مدت به گرادیسانت يدرجه
 .دیگرد

 
گرهای اولیگونوکلئوتیدی استفاده شده در واکنش زنجیره ای پلی مراز در زمان واقعی برای بررسی تغییرات بیان مشخصات آغاز -1جدول 

 LC1064C/8*Aو SDR19 های  در  لاین MYB (MYB-related transcription)از تیپ و عامل رونویسی  HaRIC_Bنسبی ژن 
 A37جدایه   Sclerotinia sclerotiorumبعد از آلودگی با بیمارگر  یآفتابگردان روغن

Table 1. Characteristics of oligonucleotide primers used in real time polymerase chain reation (real time PCR) for 

investigating changes in relative expression of HaRIC_B gene and MYB-related transcription factor in oilseed 

sunflower lines; SDR19 and LC1064C/8*A post inoculation with A37 isolate of Sclerotinia sclerotiorum 
Gene name 

 )نام ژن(
Accession number in 

NCB 
 )شماره دسترسی

 (NCBIدر 

Annealing temperature 

(̊C) 
 )دماي اتصال

 )درجه سانتی گراد((

Amplicon size 

(bp) 
 )طول قطعه تکثیري

 )جفت باز((

Primer (5'→3') 
((3′به  5 ′))آغازگر   

HaRIC_B NM128906.3 57 136 

Forward: 

GGCTTGCGTTACATCTCTGA  

Reverse: 

CCCAACTAGGAGCATTGGAA 

MYB-related 

transcription 

factor 

CD848175 60 66 

Forward: 

CCGCCACACGCATTCTCT  

Reverse: 

CGAGCGCAGCAGCATCTA 

Actin AF282624 57 60 

Forward: 

TCAATGTTCCCGCCATGTAT  

Reverse: 

GACCACTGGCATAGAGGGAAAG 

 

 

 در زمان واقعی PCRواکنش 
  و HaRIC_B نژ يکد کننده يهیناح یابتدا توال در    

 MYB (MYB-related پیتاز  یسیرونو عامل

transcription )یبانک اطلاعات از NCBI شد يسازرهیذخ 
 Primer افزار نرم از استفاده با یاختصاص يآغازگرهاو 

3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ )دیگرد یطراح 
بودن آغازگرها،  یاختصاص زانیم یبررس يبرا. (1)جدول 
Blast يدینوکلئوت يهایهر کدام از آغازگرها در برابر توال 
انجام گرفت   NCBI در موجود يهاESTو 

                                                           
1. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase  

(-https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer

/blast.)  براي بررسی بیان ژن از دستگاه-Rotor gene Q

Qiagen–Pure Detection   شرکت کیاژن،  6000مدل(
در زمان  PCRآمریکا( استفاده شد. براي انجام واکنش 

 SYBR Green/Fluoresence Maximaواقعی از کیت 

x)2qPCR Master Mix(  شرکت فرمنتاز استفاده شد. از
مرجع )کنترل داخلی( جهت نرمال  ژن اکتین به عنوان ژن
 یستیز تکرار سه در شیآزماسازي استفاده شد. 

 انجام( یشگاهیآزما) یکیولوژیب تکراردو  و( یشیآزما)
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2-ها با استفاده از روش ژن یاندر ب ییراتسنجش تغ .گرفت

CTΔΔ لیواک و اشمیتگان ) شده توسط یهاراLivak and 

2001Schmittgen,  ) گرفتانجام.  
 

 های آماری تجزیه

بر  هاحاصل از میزان نسبی بیان ژن يهادادهه یتجز
 طرح کاملاً تصادفی انجام گرفت. به دلیل نرمال نبودني پایه

آماري با روش ه یآزمایشی، تجزتوزیع اشتباهات 
انجام شد.  (Brunner et al., 2002)ناپارامتري 

 SAS 9.4ر افزاها با استفاده از نرمواریانس دادههیتجز
 رسم شدند. 2016ورژن  Excel انجام گرفت. نمودارها با

 

 بحث و نتایج
از  ان،یب يداریپژوهش با توجه به ثبات و پا نیدر ا    
 دراستفاده شد.  ها ژن انیب يساز نرمال يبرا نیژن اکت

 ارزیابی ي( برا1392 ،و همکاران ي)اصغر یقیتحق

 يماریعامل ب قارچ به نان گندم رقم دو مولکولی يهاپاسخ
از ژن  ها ژن انیب زانیم يساز نرمال يبرا ،اي قهوه زنگ

و  یبی)حب ی. در بررسکردند استفاده نیاکت یداخل کنترل
هاي مرتبط با مقاومت به  ( الگوي بیان ژن1392 ،همکاران

 Triticum) ننا بیماري سپتوریوز برگی در گندم

aestivum)، استفاده  یداخل کنترلبعنوان ژن  نیاز ژن بتا اکت
 انیب یبررس ي( برا1393 ،)آهنگر و همکاران نی. همچنشد

 در ییزایماریب با مرتبط هايژن و ازیالیآمون نیآلان لیفن

 Piriformosporaزیکوریاندوم با قارچ شده ستیهمز گندم

indica  نیپودري از ژن بتا اکت دکیسف با یآلودگ از پس 
 ها استفاده کردند.  نمودن داده داستاندار يبرا

( بر Wald-type) والدتجزیه واریانس بر اساس آماره 
ژنوتیپ که اثر داد نشان  HaRIC_Bهاي بیان ژن روي داده

در سطح احتمال  روي بیان مدت زمان بعد از آلودگی برو 
نین اثر متقابل چ. همبوددار معنی (P≤0.01د )درص 1

 1ل در سطح احتمانیز بر روي بیان ژن زمان × ژنوتیپ 
نتایج حاصل از  .(2)جدول  بوددار معنی ( (P≤0.01درصد 

 ژنوتیپکه اثر  دادنشان  (ANOVA-Typeپ )آماره آنوا تی

 1در سطح بر روي بیان ژن زمان × تقابل ژنوتیپ و اثر م
در مواردي  (.2بودند )جدول دار معنی (P≤0.01د )درص

همچون آزمایش مذکور که حجم نمونه مورد مطالعه کم 
 بر آنوا تیپ والداست تجزیه واریانس بر اساس آماره 

  (.Shah and Madden, 2004دارد ) ارجحیت

در  HaRIC_Bدر بررسی الگوي بیان ژن 
 روند افزایشی در بیان ژن در زمان،  LC1064C/8*Aلاین

(. کمترین 2هاي مختلف بعد از آلودگی مشاهده شد )شکل 
ساعت بعد از آلودگی و بیشترین  سهمیزان بیان ژن در 

ساعت بعد از آلودگی مشاهده شد  48و  24میزان بیان در 
دو لاین در  HaRIC_B(. در مقایسه الگوي بیان ژن 2)شکل 

مورد بررسی مشاهده شد که میزان بیان در 
در هر  SDR19در مقایسه با لاین   LC1064C/8*Aلاین

 (.2شکل هاي نمونه برداري بیشتر است ) یک از زمان
روي بر  (Wald-type) والدتجزیه واریانس بر اساس آماره 

-MYB  (MYBتیپ ازعامل رونویسی ن ژ هاي بیانداده

related transcription )یپ و ژنوتدهد که اثر نشان می
 1در سطح احتمال  ژن مدت زمان بعد از آلودگی روي بیان

 در لاینباشد. دار می( معنی(P≤0.01درصد 
LC1064C/8*A   ساعت بعد از سه کمترین میزان بیان در

ساعت بعد از  48آلودگی و بیشترین میزان بیان ژن در 
کمترین  SDR19 (. در لاین3آلودگی مشاهده شد )شکل 

ساعت بعد از آلودگی و بیشترین  12و سه میزان بیان در 
ساعت  48در   LC1064C/8*Aمیزان بیان همچون لاین

لاین،  دو(. در مقایسه 3شکل بعد از آلودگی مشاهده شد )
با در نظر گرفتن زمان   LC1064C/8*Aمیزان بیان در لاین
افزایش  بتدریجبرداري به صورت منظم  هاي مختلف نمونه

منظم نبوده؛ در  SDR19یافته است در صورتی که در لاین 
ساعت افزایش و سه ساعت بعد از آلودگی نسبت به شش 

ساعت کاهش  ششساعت بعد از آلودگی نسبت به  12در 
ساعت بعد از  48و  24(. در زمان هاي 3شکل یافته است )

 (. 3شکل ژن دوباره افزایش یافته است )آلودگی بیان 
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( در لاین MYB-related transcription) MYBو عامل رونویسی از تیپ  HaRIC_Bتجزیه واریانس تغییرات بیان نسبی ژن   -2جدول 
ساعت پس از آلودگی با بیمارگر  48و  24، 12، شش، سه روغنیآفتابگردان   LC1064C/8*Aو جزئی مقاومSDR19 های حساس 

Sclerotinia sclerotiorum   جدایهA37 .در شرایط کنترل شده 

Table 2. Analysis of variance for changes in relative expression of HaRIC_B gene and MYB-related transcription 

factor in oilseed sunflower lines; SDR19 and LC1064C/8*A at 3, 6, 12, 24 and 48 hours post inoculation with A37 

isolate of Sclerotinia sclerotiorum in controlled conditions. 
Statistics 

 )آماره(
 

Source of 
variations 

 )منابع تغییرات(

 
Gene 
 )ژن(

 
ANOVA-Type statistic 

 )آماره تیپ آنوا(
 Wald-type statistic 

 )آماره تیپ والد(
P-value Chi-square Ddf Ndf  P-value Chi-square Ddf Ndf 

0.0001 20.82 43.9 1  0.0001 68.45 20 1 Genotype 
 )ژنوتیپ(

HaRIC_B 

0.8531 32.92 43.9 2.98  0.0001 89.58 20 4 Time 
 )زمان(

 

0.0002 11.94 15.3 3.36  0.0001 60.10 20 4 Genotype × 
Time 

 زمان( ×)ژنوتیپ 

 

           

0.0046 8.03 14.3 1  0.0046 8.03 20 1 Genotype 
 )ژنوتیپ(

MYB-related transcription 

0.0068 3.67 14.3 3.7  0.0043 15.22 20 4 Time 
 )زمان(

 

0.1758 1.60 14.3 3.7  0.0929 7.96 20 4 Genotype × 
Time 

 زمان( ×)ژنوتیپ 

 

Ndf :صورت يآزاد درجه (freedomNumerator degrees of )، Ddf :مخرج يزادآ درجه (Denominator degrees of freedom) ،square-Chi :
 .: مقدار احتمالP-valueآماره مربع کاي، 

dfN: Numerator degrees of freedom, dfD: Denominator degrees of freedom, Chi-square: Chi-square statistic, P-value: 
Probability value. 

 

 
ساعت  48و  24، 12 شش، ،سه آفتابگردان روغنی SDR19و حساس   LC1064C/8*Aدر لاین جزئی مقاوم  HaRIC_Bالگوی بیان ژن  -2 شکل

 در شرایط کنترل شده. A37جدایه   Sclerotinia sclerotiorumپس از آلودگی با بیمارگر 
Figure 2. Expression profiling of HaRIC_B gene in partial resistant (LC1064C/8*A) and susceptible (SDR19) lines of 

oilseed sunflower (Helianthus annuus L.) at 3, 6, 12, 24 and 48 hours post inoculation with A37 isolate of Sclerotinia 

sclerotiorum in controlled conditions. 
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و   LC1064C/8*Aدر لاین جزئی مقاوم  MYB (MYB-related transcription )الگوی بیان ژن کد کننده عامل رونویسی از تیپ  -3 شکل

در شرایط  A37جدایه   Sclerotinia sclerotiorumساعت پس از آلودگی با بیمارگر  48و  24، 12، شش، سه روغنیآفتابگردان  SDR19حساس 
 کنترل شده.

Figure 3. Expression profiling of MYB-related transcription factor in partial resistant (LC1064C/8*A) and susceptible 

(SDR19) lines of oilseed sunflower (Helianthus annuus L.) at 3, 6, 12, 24 and 48 hours post inoculation with A37 isolate 

of Sclerotinia sclerotiorum in controlled conditions. 

 

در لاین جزئی مقاوم  HaRIC_Bبیان ژن 
LC1064C/8*A   به طور قابل توجهی نسبت به لاین

برداري  در هریک از زمان هاي نمونه SDR19حساس 
نقش مثبت ژن   يدهندهافزایش نشان داد. نتایج نشان 

HaRIC-B  در سازوکار مقاومت آفتابگردان روغنی به
نکروز افزایش سطح اتیلن و باشد.  بیماري اسکلروتینیا می

 SsNep2و  SsNep1دو پپتید  در محل آلوده منجر به القاء
که اخیرا شناسایی و شوند می S. sclerotiorumدر

به  SsNep2بیان . (Bashi et al., 2010) اندتوصیف شده
وابسته است و ترکیباتی که سطح کلسیم را  2Ca+غلظت

دهند )به عنوان مثال کافئین و کلرید لانتانیم( تا  افزایش می
        متهاجکاهش  و SsNep2حد زیادي باعث کاهش بیان 

S. sclerotiorum شوندمی (Bashi et al., 2010.) 
با سرکوب بیان فاکتور  HaRIC_Bمشخص شده است که 

هاي  از طریق تنظیم مجدد و افزایش غلظت، SsNep2نکروز 
 در عامل بیماري زا،در بافت هدف حمله  2Ca+سیتوزولی 

 دنمای می شرکت S. sclerotiorumمقابل  دفاع در فرآیند
(Bashi et al., 2010, Fusari et al., 2012.)  

 یسیرونو عامل و HaRIC_Bژن  انیب يالگو يسهیمقا در
ژن  دو انیب زانیم نیب یارتباط منطق کی ، MYBپیت از

 نیبنابراشد.  مشاهده  LC1064C/8*A لاینمخصوصا در 
ژن  انیب کیتحر در MYB پیت از یسیعامل رونو احتمالا

HaRIC_B یدگیپوسالقاء مقاومت به  در نیبنابرا و 
 اکثر البته. باشد موثردر آفتابگردان  ییاینیاسکلروت
 ،AP2/ERF، NAC، WRKY شامل یسیرونو يفاکتورها
bHLH، bZIP  وMYB يها تنش به یگروه واکنش کی در 

 دهند یم پاسخ اهیگ به شده لیتحم یستیز ریغ و یستیز
 انیب شیصرف افزا نیبنابرا .(مریهترودا و مری)هومودا

ژن  انیب شیافزا اراستا ب هم MYB یسیرونو فاکتور
HaRIC_B دو  نیا میارتباط مستق يتواند نشاندهندهینم

 یسیرونو يفاکتورها انیب راتییتغ دینظر با به. ژن باشد
 حاصل مطلوب جینتاتا  ردیقرار بگ یمورد بررس زین گرید
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که بیان عوامل رونویسی  اي  مشخص شد ر مطالعهد .شود
AP2 Domain  وMYB Family  م مقاوجزئی در لاین

در مقایسه با لاین حساس ( LC106-Cآفتابگردان )
RHA265 نجف زاده و  داري افزایش یافتبه طور معنی(

نقش مثبت عوامل ي دهندهنشان(. نتایج 1396 ،همکاران
 سازوکاردر  MYB Familyو  AP2 Domainرونویسی 

مقاومت آفتابگردان به آلودگی قارچی اسکلروتینیا است. در 
رونویسی  عوامل که بیان ي  دیگري مشخص گردیدمطالعه

AP2 Domain  وMYB  عامل هاي قارچدر پاسخ به جدایه 
-ژنوتیپ مختلف درآفتابگردان در ترکیباتفوما سیاه  ساقه

این  (.Darvishzadeh et al., 2007) متفاوت است جدایه
 HD-Zipرونویسی  بیان عامل در تفاوتی که درحالی است

 AP2مشاهده نشد. گزارش شده است که عوامل رونویسی 

Domain (Aharoni et al., 2004،) MYB 
(Yamaguchi Shinazaki and Shinozaki, 2005 ) و

HD-ZIP (Javelle et al., 2011) در  بارزترین نقش را
-تحقیقی در پاتوسیستم کلزا در ها دارند.تنش به پاسخ

هاي درگیر در  بیان ژن اسکلروتینیا مشخص شـد کـه سـطح
پروتئین کیناز  تشخیص عامل بیماري زا، آبشار پیامدهـی

نوع  نسـخه بـرداري ازي کننـدهمیتوژن، تنظیم  يفعال کننده
WRKY، شـخیص پیـامدهـی اتـیلن و جاسـمونیک اسـید،ت 

مرتبط با دفاع و ایندولیک  هاي بیوسنتز پروتئین
لاین مقاوم بسیار بیشتر از لاین حساس  گلوکوزینولات در

که  GmERF3ژن اي  مطالعه در (.Wu et al., 2016)ت اس
باشد، از گیاه سویا به می AP2/EFRنوعی عامل رونویسی 

 ،که گیاه گیرنده گردیدو مشاهده  داده شدگیاه توتون انتقال 
 Ralstonia مقاومت قابل توجهی به بیماري باکتریایی

solanacearum  و قارچیalternaria Alternata  نشان
  (.Zhang et al., 2009) دهدمی

- و دستکاري مقاومت در دخیل هايژن بیان افزایش
 برابر در هاتأثیرآن براي افزایش مقاومت هايژن مولکولی

 از تجاري استفاده زا،عوامل بیماري از وسیعی طیف
نماید )محمدیان می فراهم در گیاهان را ژنتیک مهندسی

، این تحقیق طبق نتایج(. 1393 ،فارسانی و همکاران
جزئی عنوان لاین  القوه بهتواند بمی LC1064C/8*Aلاین

 مقاوم به بیماري اسکلروتینیا در آفتابگردان معرفی گردد.
در تولید ارقام هیبرید LC1064C/8*Aتوان از ژنوتیپ  می

هاي اصلاحی  مقاوم به بیماري اسکلروتینیا در پروژه
 تجزیه بیان ژن در لایناستفاده نمود. در ادامه در نظر هست 

 RNAیابی  هاي حساس و جزئی مقاوم با روش توالی
(RNA Sequencing)  انجام گیرد تا شبکه ژنی درگیر در

هاي  سازي و انتقال ژن مقاومت شناسایی شود. همسانه
 عامل مقاومت به ارقام حساس و بررسی مقاومت تراریخته

ها در مقاومت کمک  ها در سطح مولکولی در تایید نقش ژن
 نمود.اساسی خواهد 

 
 سپاسگزاری

در قالب همکاري مشترک بین دانشگاه بین  تحقیق این
. است شده انجامارومیه  دانشگاهالمللی امام خمینی )ره( و 

دانشگاه دانشکده کشاورزي و پژوهشکده زیست فناوري  از
انجام  برايامکانات لازم  نمودن به خاطر فراهم ارومیه

آگرونومی تولوز و همچنین از انستیتو تحقیقات  پژوهش
هاي فرانسه به خاطر در اختیار قراردادن بذور لاین

 آفتابگردان تشکر و قدردانی می شود. 
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Abstract 

Basal stem rot caused by Sclerotinia sclerotiorum is considered the most important fungal disease of 

sunflower in Iran. Application of resistant genotypes is one of economic strategies for the disease 

management. Recently, in association mapping for resistance to sclerotinia rot disease in sunflower, a 

significant relationship has been observed between the lower Sclerotinia-induced necrosis and HaRIC_B 

gene expression. On the other hand, expression of defense genes is highly regulated by transcription 

factors. In this study, using real time PCR technique, the expression level of HaRIC_B gene and MYB-

related transcription factor were studied in partial resistant (LC1064C/ 8*A) and susceptible (SDR19) 

lines of sunflower inoculated with the S. sclerotiorum isolate A37. In studying the expression pattern of 

HaRIC_B gene in two lines, it was seen that the expression pattern in the LC1064C/8*A line was 

increased regularly from one sampling time to another and the expression rate at any time was more in 

LC1064C/8*A line than SDR19. Comparison of HaRIC_B gene expression and MYB-related 

transcription factor revealed a reasonable relationship between the expression level of both genes, 

especially in the LC1064C/8*A ine. This finding highlight the possible major role of MYB-related 

transcription factor in stimulating HaRIC_B gene expression and consequently inducing resistance to 

Sclerotinia in sunflower which, of course, needs further investigation. By confirming the resistance of 

the LC1064C/8*A line to Sclerotinia at the molecular level, this line could potentially be used in the 

production of resistant hybrid cultivars in conventional plant breeding programs. 

Keywords: Gene expression, Oily sunflower, Partial resistance, Quantitative PCR, Transcription factors. 
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