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هاي قارچی آفتابگردان است. ترین بیماريبیماري ساقه سیاه یکی از مهم

ترین هاي مقاوم به این بیماري یکی از اقتصادياستفاده از ژنوتیپ

ي ها ژنهاي کنترل آن است. در این مطالعه، میزان رونوشت  روش

در  (TLP)و پروتئین شبه توماتین  (PAL2) 2لیاز  -ین آمونیاآلان فنیل

-M5-54و ژنوتیپ جهش یافته  ENSAT-B5و  AS613هاي ژنوتیپ

قارچ  MP10و  MA6 ،MP8هاي بعد از آلودگی با جدایهآفتابگردان  1

Phoma macdonaldii Boerema ساقه سیاه آفتابگردان  بیماري عامل

. نتایج نشان داد که سطح رونوشت کمی بررسی شد RT-PCR با روش 

جدایه، ژنوتیپ و  تأثیرداري تحت به طور معنی TLPو  PAL2ي ها ژن

ي ها ژنمیزان رونوشت  در این مطالعه، باشد.جدایه می -اثر متقابل ژنوتیپ

PAL2  وTLP  در برابر جدایهMP8  بیشترین افزایش را نشان داد. در

در  TLPو  PAL2ي ها ژنرونوشت هاي مورد مطالعه، میزان بین ژنوتیپ

و  هاي مقاومبیشترین افزایش را نشان داد. ژنوتیپ ENSAT-B5ژنوتیپ 

و  PAL2ي ها ژنحساس به ترتیب داراي سطح بالا و پایین از رونوشت 

TLP .بودند  

  

آفتابگردان روغنی، بیماري ساقه سیاه، فنیل آلانین  هاي کلیدي:واژه

  .کمی RT-PCRماتین، ، پروتئین شبه تو2لیاز-آمونیا

  

  

Black stem disease is one of the most important fungi 

diseases of sunflower. The use of resistant genotypes is 

potentially one of the economical ways for its control. 

In this study, expression level of genes including 

phenylalanine ammonia-lyase 2 (PAL2) and thaumatin-

like protein (TLP) were measured in sunflower 

genotypes including ENSAT-B5, AS613 and mutant 

genotype M5-54-1 infected with MA6, MP8 and MP10 

isolates of Phoma macdonaldii via quantitative RT-

PCR technique. Results revealed that transcript levels 

of the both PAL2 and TLP genes were significantly 

affected by isolate and genotype and genotype-isolate 

interactions. In this study, the expression levels of 

genes PAL2 and TLP showed higher increase against 

the MP8 isolate. Among studied genotypes, genotype 

ENSAT-B5 possessed highest increasing in expression 

levels of genes PAL2 and TLP. The resistant and 

susceptible genotypes had possessed high and low 

transcript levels of PAL2 and TLP and disease 

symptoms were seen in susceptible genotypes.  
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) و پروتئین شبه توماتین PAL2( 2لیاز-ي فنیل آلانین آمونیاها ژنمطالعه تغییرات رونوشت 

)TLPبیماري ساقه سیاه  هاي قارچ عاملهاي آفتابگردان در پاسخ به جدایه) در ژنوتیپ 
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  مقدمه

از  گیاهی .Helianthus annuus Lآفتابگردان 

) به عنوان Asteraceaeاي (خانواده گل ستاره

پنجمین منبع عمده تولید روغن خوراکی در دنیا به 

هاي ویژگی ).Hu et al., 2010رود (شمار می

ي رشدي کوتاه منحصر به فرد این گیاه از جمله دوره

هوایی،  و سازگاري آن با شرایط مختلف آب و

آفتابگردان را به گیاهی مناسب جهت کشت در نواحی 

 .)Rauf, 2008خشک و کم باران تبدیل کرده است (

ترین بهبود تولید آفتابگردان به عنوان یکی از مهم

ي امیدي تواند نقطهمحصولات روغنی در دنیا می

هاي گیاهی مورد نیاز باشد. براي جبران کمبود روغن

هش عملکرد آفتابگردان دخیل هاي زنده در کا تنش

ترین آنها بیماري ساقه سیاه  هستند که از مهم

 Phoma Macdonaldiiآفتابگردان با عامل 

 باشد که در سراسر جهان گسترش یافته است. می

زا کاهش محصول آفتابگردان زمانی که عامل بیماري

موجب پیري زودرس شود بسیار بالا است 

)Debaeke and Peres, 2003 .( استفاده از

هاي مقاوم به این بیماري بدون تردید یکی از ژنوتیپ

هاي کنترل بیماري به شمار ترین روشاقتصادي

رود با این حال تاکنون ژنوتیپ کاملاً مقاوم در  می

برابر بیماري ساقه سیاه در آفتابگردان شناخته نشده 

ها مقاومت بیشتري است هر چند بعضی از لاین

 Carson etاند (دیگر نشان داده هاينسبت به لاین

al., 1991هاي مولکولی مطالعه ). با توسعه روش

ي گوناگون درگیر در ها ژنخصوصیات و ویژگی 

هاي دخیل در ها و مکانیسممقاومت به بیماري

باعث  ها ژنمقاومت تسهیل شده است. مطالعه این 

ها در پاسخ به ها و اهمیت آنشده که نقش آن

ها در گیاهان با استفاده از رد آنبیماري و کارب

 Grover andتر شود (مهندسی ژنتیک شناخته

Gowthaman, 2003هاي ). از جمله فعال کننده

ي ها ژنپاسخ دفاعی گیاه میزبان، افزایش بیان 

به سبب القا واکنش  توانندباشد که میمی Rمقاومت 

 هاي مرتبط باو تولید پروتئین 1فوق حساسیت

 ) و همچنین افزایش تولیدPR( 2زاییبیماري

رشد  ها، از، اتیلن و فیتوالکسینSA 3سالیسیلیک اسید

ها مجموعاً منجر به پاتوژن جلوگیري کنند. این پاسخ

زا هاي بیماريایجاد یا افزایش سطح مقاومت به قارچ

هایی که به طور مستقیم گردد. از جمله پروتئینمی

یا باعث کاهش  زا سمی هستند وعلیه عوامل بیماري

 باشند.می PRها و شوند، فیتوالکسینرشد آنها می

هاي ثانویه با وزن مولکولی ها متابولیکفیتوالکسین

پایین هستند که در طیف وسیعی از گیاهان تولید 

شوند و ثابت شده که فعالیت ضد میکروبی دارند و می

از طریق مسیرهاي بیوشیمیایی پیچیده مانند مسیر 

 ,.Thomma et alشوند (نلی سنتز میترکیبات ف

آنزیمی ) PAL2( 24لیاز - ). فنیل آلانین آمونیا1998

کلیدي در متابولیسم فنیل پروپانوئیدها است. این 

آنزیم از طریق دخالت در مسیرهاي ساخت 

فعالیت فنیل پروپانوئیدها که  ایزوفلانوییدها و

آلانین به ترانس فنیل-Lتبدیل  فیتوالکسینی دارند،

-سینامیک اسید را در اولین مرحله متابولیسم فنولیک

دهد. این مرحله یک واکنش بیوشیمیایی ها انجام می

رود که کلیدي در نمو و دفاع گیاهان به شمار می

توانند گیاه را در برابر قارچ، باکتري و نماتد می

 PAL2آنزیم  .)Chang et al., 2008حفاظت کند (

زا، به منظور جلوگیري  ي عامل بیماريدر محل حمله

هاي قارچی در ترکیبات لیگنینی از گسترش هیف

یابد و منجر به افزایش تحمل دیواره سلولی تجمع می

شود. افزایش بیان ژن ي قارچی میها ژنبه پاتو

PAL2 هاي متعدد، به عنوان ژن دخیل در در بررسی

ي ها ژن، بیان SAمقاومت، با اثر مستقیم در افزایش 

PR القاي سریع مرگ سلولی به اثبات رسیده  و نیز

نقش تحریکی  .)Fitzgerald et al., 2004است (

                                                                  
1. Hypersensitive response 
2. Pathogenesis-related proteins 
3. Salicylic acid  
4. Phenylalanine ammonia-lyase 2 
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و به دنبال  PAL2بر فعالیت ژن  UVتیمار با اشعه 

هاي رویشی در بافت PAL2آن افزایش فعالیت آنزیم 

 Ghaouth et( برنج، ذرت و شلغم گزارش شده است

al., 2003( ١). پروتئین شبه توماتینTLP وزن ) با

-PRکیلو دالتون متعلق به خانواده  15-30مولکولی 

است که اعضاي این خانواده درجه بالایی از  5

 danielliشباهت با پروتئین توماتین از 

Thaumatococus ها خاص دارند. این پروتئین

میزبان هستند که به طور طبیعی در گیاهان غیر آلوده 

، ها ژنپاتو در سطح پایین تولید شده ولی بعد از حمله

ها زا میزان بیان آنحشرات و تحت شرایط تنش

). اولین مدرك Tachi et al., 2009یابد (افزایش می

در گیاهان با  TLPفعالیت ضد قارچی مبنی بر وجود 

در واقع  شناسایی زئوماتین در بذر ذرت بدست آمد.

 3و 1تجمع این پروتئین در گیاه به واسطه فعالیت بتا 

ي سلولی قارچ دارد باعث هضم دیواره گلوکانازي که

قارچ  هايهیف تکثیررشد و شده و از این طریق از 

 ,.Liu et alکند (درون سلول میزبان جلوگیري می

سبب القا نشت سلول  TLP). گزارش شده که 2010

قارچی از طریق اختلال و ایجاد سوراخ در غشا 

شود و باعث تاخیر در ایجاد علائم پلاسمایی می

زاي گوناگون ماري در برابر عوامل بیماريبی

و  Botrytis  ،Fusarium ،Rhizoctoniaمانند

Sclerotinia گردد می)Punja, 2002.(  

ي دخیل در ایجاد مقاومت و ها ژنافزایش بیان 

ي مقاومت براي ها ژنهاي مولکولی دستکاري

ها در برابر طیف وسیعی از عوامل آن تأثیرافزایش 

فاده تجاري از مهندسی ژنتیک را در زا استبیماري

کند. هدف از انجام این پژوهش، گیاهان فراهم می

 TLPو  PAL2ي ها ژنمطالعه تغییرات در رونوشت 

هاي در ژنوتیپ EF1alphaبه همراه ژن داخلی 

AS613  وENSAT-B5  وM5-54-1  آلوده شده

                                                                  
1. Thaumatin-like protein 

  از قارچ  MP10و  MA6 ،MP8هاي با جدایه

P. macdonaldii باشد.بیماري ساقه سیاه می عامل  

  

  هامواد و روش

 Phomaهاي قارچ مواد گیاهی و جدایه

macdonaldii  

 ENSAT-B5 ،AS613ژنوتیپ  3در این پژوهش، 

آفتابگردان مورد استفاده قرار گرفتند. از   M5-54-1و

 M5-54-1هاي مورد بررسی، ژنوتیپ میان ژنوتیپ

ک بذري تیک ژنوتیپ توسعه یافته با روش بالک 
٢SSD  نتاج در حال تفرق ژنوتیپ ازAS613  است

. بذرها قبل از کشت با تیمار شده بود γکه با اشعه 

درصد به  6ي هیپوکلرید سدیم ماده ضدعفونی کننده

دقیقه ضدعفونی شدند سپس شستشو با آب  5مدت 

مقطر انجام شد. بذرهاي ضدعفونی شده در جعبه 

س کشت شده و هاي پلاستیکی با یک بستر پیت ما

ساعت طول  14به اتاقک رشد با شرایط کنترل شده (

گراد،  درجه سانتی 25و روزانه  18شبانه روز، دماي 

که بوسیله لامپ  µEm_2 s_1 200شدت روشنایی 

 80الی  75شدند و رطوبت وات تامین می 600هاي 

آزمایش بصورت اسپلیت پلات درصد) منتقل شدند. 

سطح و ژنوتیپ بعنوان  3با (جدایه بعنوان کرت اصلی 

سطح) با سه تکرار در قالب طرح  3کرت فرعی با 

روز  10بعد از  بلوك کامل تصادفی اجرا شد.

هاي قارچ در شرایط تاریکی و انکوباسیون جدایه

ها درجه سانتی گراد، پکنیوسپور قارچ 25دماي 

میکرولیتر از سوسپانسیون اسپور  20مشاهده شد. 

آب به  لیتر پکنیوسپور در هر میلی 106ها شامل جدایه

درصد  25/0درصد و ژلاتین  5/0همراه شیره پرتقال 

هاي کتیلدون و هیپوکوتیل در روي دمبرگ

برگی ریخته شد. در طی  4هاي آفتابگردان  گیاهچه

با یک پوشش ها ساعت از آلودگی، گیاهچه 48

                                                                  
2. Single-seed descent 
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پوشانده  در شرایط رطوبت نزدیک به اشباع  1شفاف

یط مناسب براي توسعه قارچ است. شدند که مح

میکرولیتر  20تیمارهاي کنترل در سه تکرار بوسیله 

محلول بدون اسپور تلقیح شدند. به منظور کنترل 

ي ها تیپکارایی تلقیح، چندین گیاه تلقیح شده از ژنو

AS613  وENSAT-B5  و ژنوتیپ جهش یافته

M5-54-1  روز بعد از تلقیح رشد داده شدند. در  7تا

ن مدت امکان مشاهده نکروز به صورت واضح در ای

 ,.Roustaee et alترکیبات حساس وجود دارد (

2000(. 

  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

هاي کوتیلدون از ساعت بعد از تلقیح، دمبرگ 48

کل با  RNAآوري گردید. تیمارها ي مختلف جمع

 Verwoerd et al. (1989)روش معرفی شده بوسیله

کیت  با استفاده از روش cDNAپس استخراج شد. س

RT-for-PCR ) تهیه شدBD Biosciences .(

میلی گرم  5بدین صورت که مخلوط واکنش شامل 

) به dT15( دي تیالیگو پیکو مول  40کل و RNAاز 

دقیقه حرارت  10به مدت  C˚70عنوان آغازگر در 

 2برابر،  5میکرولیتر بافر واکنش  8داده شد و سپس 

واحد)  1میکرولیتر ( dNTP ،1لوط میکرولیتر مخ

واحد)  400میکرولیتر ( 2و  RNaseمحدودکننده 

MMLV کریپتاز معکوس اضافه و واکنش ترانس

درجه  42انکوباسیون به مدت یک ساعت در دماي 

ترانس کریپتاز واحد  200سانتی گراد انجام شد. 

دوباره به واکنش اضافه شد و  MMLVمعکوس 

 42دقیقه در دماي  60ت مخلوط بار دیگر به مد

داده شد و به  قرار (در دستگاه ترموسایکلر) درجه

درجه  70دنبال آن واکنش توقف سنتز با دماي 

 دقیقه انجام شد. 15 به مدتگراد  سانتی

  Real-time RT-PCRواکنش 

ي مورد ها ژن mRNAبا این تکنیک میزان بیان 

 SYBRنظر با روش کمی و با استفاده از رنگ 

                                                                  
1. Plexiglas 

Green اي ارزیابی گردیده و میزان تکثیر در چرخه

 Ct٢قابل ردیابی بود، تحت عنوان  ها ژنکه بیان 

مورد ارزیابی قرار گرفت. جهت نرمال نمودن 

از ژن  real-time RT-PCRهاي حاصل از  داده

eEFα1 .به عنوان ژن کنترل داخلی استفاده گردید 

  با استفاده از روش  ها ژنسنجش تغییرات در بیان 

2-DDCT  شده بوسیله  ارایه Livak وSchmittgen 

  ) انجام گرفت.2001(

ΔCT   = CTژن هدف)  (CT -ژن کنترل  

ΔΔCT   = ΔCTنمونه آزمایش)  (ΔCT -نمونه کنترل  

  

در این مطالعه، از آغازگرهاي اختصاصی طراحی 

 0/2ورژن Primer Expressي شده توسط برنامه

وکلوتیدي مورد الیگون توالی آغازگرهاي استفاده شد.

-realآورده شده است. واکنش  1استفاده در جدول 

Time RT-PCR  10میکرولیتر شامل  20در حجم 

دو برابر  SYBR Greenمیکرولیتر مخلوط 

)Biosystems Applied ،(300  نانومول از هر

 RT )Reverseمیکرولیتر محصول  1آغازگر و 

Transcription .رقیق شده انجام گردید (

 ABI PRISMدر دستگاه  PCRهاي  واکنش

7900HT )Applied Biosystems با استفاده از (

 95دقیقه،  2درجه سانتی گراد به مدت  50برنامه: 

سیکل در  40و دقیقه  10درجه سانتی گراد به مدت 

ثانیه و در آخر  15گراد به مدت  درجه سانتی 95دماي 

گراد به مدت یک دقیقه انجام شد.  درجه سانتی 60

تکرار انجام گرفت. قبل  3در  PCRهاي مام واکنشت

براي هر ژن بدست  3، منحنی ذوبهااز تجزیه داده

ها صحت پیک مربوط به آمد و با بررسی این منحنی

  ژن مورد نظر و فقدان پرایمر دایمر تایید گردید.

  

  
  

  

  

  

  

  

                                                                  
2. Threshold cycle 
3. Melting curve 
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  ) PAL2( 2لیاز-ي فنیل آلانین آمونیاها ژنات رونوشت آغازگرهاي اولیگونوکلئوتیدي مورد استفاده در مطالعه تغییر -1جدول 

  هاي قارچ عامل بیماري ساقه سیاههاي آفتابگردان در پاسخ به جدایه) در ژنوتیپTLPو پروتئین شبه توماتین (

 ژن ( 5-3 )توالی  (bp) طول 

20 Forward primer: 
ACCTTCTCGCCGGTCAAGTA 

Phenylalanine ammonia-lyase2 (PAL2) 

21 Reverse primer: 
ACCCGTTGTATCGGTTTGTGA 

23  

22 

Forward primer: 
TTAAGCGCGAATTCAGCTAAAGT 
Reverse primer: 
GGAATGCTCGAATGTCAAGGTT 
 

Thaumatin-like protein 
 

21 

21 

Forward primer: 
CCAAATCAATGAGCCCAAGAG 
Reverse primer: 
CATCCTGAAGTGGGAGACGAA 

 
eEFα1 

    

 بحث  تایج ون

ي ها تیپدر مطالعات فنوتیپی پاسخ متفاوت ژنو

AS613، ENSAT-B5  و ژنوتیپ جهش یافته

M5-54-1 هاي قارچی عامل بیماري در برابر جدایه

 Darvishzadeh etسیاه مشاهده شده است (ساقه

al., 2007 بدین صورت که ژنوتیپ (AS613  به

-M5حساسیت داشته، ولی ژنوتیپ  MA6ي جدایه

مقاومت جزئی نشان  MA6ي در برابر جدایه 54-1

ي به جدایه AS613داد. از طرف دیگر، ژنوتیپ 

MP8  مقاومت جزئی و ژنوتیپM5-54-1  به

ژنوتیپ  2هر  .حساسیت نشان داد MP8ي جدایه

AS613   وM5-54-1 ي به جدایهMP10  مقاومت

-M5نشان دادند ولی میزان مقاومت جزئی ژنوتیپ 

ي به جدایه AS613ا ژنوتیپ در مقایسه ب 54-1

MP10 ژنوتیپ  .بیشتر بودENSAT-B5  3به هر 

مقاومت نشان داد.  MP10و   MA6 ،MP8يجدایه

به جدایه  AS613از آنجایی که ژنوتیپ مادري 

MA6  حساسیت داشته ولی ژنوتیپ جهش یافته آن

تواند به علت جهش در د، این تغییر میباش میمقاوم 

توجه به سودمند بودن این تغییر،  ژنوم گیاه باشد و با

شود. گفته می  1اصطلاحاً کسب عملکردبه این حالت 

 MP8از طرفی، این دو ژنوتیپ در پاسخ به جدایه 

                                                                  
1. Gain of function 

اند به طوري که ژنوتیپ بصورت معکوس عمل کرده

مقاوم بوده ولی ژنوتیپ  MP8مادري ابتدا به جدایه 

جهش یافته حاصل حساس شده است و جهش به 

شده  2عملکرداشعه گاما موجب از دست دادن واسطه 

هاي  است. براساس مطالعات ژنتیکی نیز پاسخ ژنوتیپ

AS613، ENSAT-B5  وM5-54-1  آفتابگردان

هاي قارچ عامل بیماري به آلودگی ناشی از جدایه

). تجزیه واریانس 1باشد (شکل سیاه متفاوت می ساقه

و  PAL2ي ها ژننتایج حاصل از بررسی رونوشت 

TLP  جدایه  3ژنوتیپ آفتابگردان در پاسخ به  3در

عامل بیماري ساقه سیاه نشان داد که سطح رونوشت 

داري تحت به طور معنی TLPو  PAL2ي ها ژن

)، ژنوتیپ MP10و   MA6 ،MP8جدایه ( تأثیر

)AS613 ،ENSAT-B5  وM5-54-1 و اثر (

  ). 2باشد (جدول جدایه می- متقابل ژنوتیپ

ها ان بیان این دو ژن در جدایهتفاوت در میز

هاي موجود در عملکرد تواند ناشی از تفاوت می

هاي مختلف قارچ باشد. نتایج نشان داد که  جدایه

نقش ژنوتیپ گیاه میزبان نیز در ایجاد مقاومت جزئی 

). 2زا بسیار مهم است (جدول در برابر عوامل بیماري

و  PAL2بررسی میزان تغییرات در رونوشت دو ژن 

TLP  ترکیب حاصل از اثر متقابل سه ژنوتیپ و  9در

                                                                  
2. Loss of function 
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سه جدایه قارچ نشان داد که میزان این تغییرات 

افزایش  ها ژندار بوده و در همه ترکیبات بیان معنی

 یافته است و مقدار افزایش بسته به جدایه و ژنوتیپ

هاي مختلف متفاوت است. در حقیقت ژنوتیپ

کی یکسانی در برابر العمل فیزیولوژیکی و ژنتی عکس

 PAL2دهند. مقدار رونوشت ژن نشان نمی ها ژنپاتو

آلوده  MP8زمانی که سه ژنوتیپ با جدایه  TLPو 

  هاي دیگر  اند، نسبت به زمانی که با جدایه شده

دهد شدند، بیشترین افزایش را نشان می آلوده می

).1(شکل

  

-ي فنیل آلانین آمونیاها ژنو ژنوتیپ آفتابگردان در تغییرات رونوشت  Phoma macdonaldiiجدایه  تأثیرتجزیه آماري بررسی  -2جدول 

 )TLP) و پروتئین شبه توماتین (PAL2( 2لیاز
  تکرار جدایه جدایه × تکرار  ژنوتیپ جدایه × ژنوتیپ  خطا

MS df MS df MS df MS df MS df MS df  

0.15 12 2.87** 4 
**17.76  2  0.02  4  16.72** 2 0.01  2  Phenylalanine ammonia-lyase2 

3.43 12 48.12** 4 
**1473.2  2  0.35  4  137.61** 2 5.99 2 Thaumatin-like protein 

   .درصد001/0داري آماري در سطح اختلاف معنی ***

  

در میان سه ژنوتیپ مورد مطالعه، رونوشت دو ژن 

بیشترین  ENSAT-B5مورد بررسی در ژنوتیپ 

دهد. از آنجایی که ژنوتیپ افزایش را نشان می

AS613  به جدایهMA6  حساس بوده ولی دو

باشند بررسی رونوشت ژنوتیپ دیگر به آن مقاوم می

نشان داد که در دو ژنوتیپ مقاوم به جدایه  ها ژن

MA6 )ENSAT-B5  وM5-54-1 میزان بیان دو (

ژن مورد بررسی در مقایسه با ژنوتیپ حساس بیشتر 

افزایش  تأثیردهنده است که نشانافزایش پیدا نموده 

ها به مقدار بیان دو ژن در ایجاد مقاومت ژنوتیپ

باشد. نظیر این نتایج در الگوي بیان می MA6جدایه 

با سه  MP8دو ژن مورد بررسی در ترکیب جدایه 

). با توجه به 1(شکل  شودژنوتیپ نیز مشاهده می

، در ژنوتیپ جهش یافته حساس به جدایه 1شکل 

MP8  میزان رونوشت دو ژن مورد بررسی کمتر

افزایش یافته است حال آنکه در دو ژنوتیپ دیگر که 

هستند، بیان بیشتر شده است.  MP8مقاوم به جدایه 

در  M5-54-1بر اساس مطالعات فنوتیپی ژنوتیپ 

 MP10ي به جدایه AS613مقایسه با ژنوتیپ 

دهد بیشترین میزان مقاومت جزئی را نشان می

)Darvishzadeh et al., 2007 هم راستا با نتایج ،(

مقدار بیان  M5-54-1مطالعات فنوتیپی در ژنوتیپ 

بیشتر افزایش یافته است. البته در  PAL2ژن 

بیشتر بیان  TLP، ژن AS613ژنوتیپ مادري 

 PAL2گردیده است. این امر نشانگر نقش مهم ژن 

در ایجاد مقاومت ژنوتیپ جهش یافته به جدایه 

MP10  .دار در نتایج این پژوهش افزایش معنیاست

 تأثیرتحت  TLPو   PAL2يها ژنسطح رونوشت 

دهد که این جدایه را نشان می-اثر متقابل ژنوتیپ

واکنش اثر متقابل در سطح بیان ژن، براي فهم 

مکانیسم پاسخ گیاه در برابر بیماري مهم است و 

نیز دهد که زمینه ژنتیکی و ژنوتیپ جدایه و نشان می

را در گیاه آفتایگردان تحت  ها ژنتعامل آنها، بیان 

 در تحقیقی،). 2دهد (جدول قرار می تأثیر

ZhanQuan ) در بررسی نقش ) 2009و همکارانG 

ایی گندم، افزایش فعالیت ها در زنگ قهوهپروتئین

 PRدر مراحل اولیه آلودگی و سریعتر از  PALآنزیم 

و همکاران  Mazeyrat را گزارش کردند. همچنین،

در برابر  PAL2افزایش در میزان بیان ژن ) 1999(

 Plasmoparaاز  ناشی سفیدك دروغی آفتابگردان

halstedii  در آفتابگردان را گزارش نمودند. در

فعالیت ) 2010همکاران ( و Powell مطالعه دیگري،

PAL در برابر زنگ  را در مراحل اولیه پس از آلودگی

  زرد گزارش کردند. 
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) در 2و پروتئین شبه توماتین () 1( (PAL2) 2لیاز-آلانین آمونیاهاي کدکننده عوامل رونویسی فنیل الگوي بیان ژن -1شکل 

) Phoma macdonaldii )MA6, MP8, MP10ه بوسیله سه جدایه ، تلقیح شدM5-54-1و لاین جهش یافته  ENSAT-B5و  AS613 هاي ژنوتیپ

  عامل بیماري ساقه سیاه در آفتابگردان

  

پس از  TLPدر مطالعه حاضر، اگرچه بیان ژن 

افزایش نشان  PAL2با تاخیر نسبت به ژن آلودگی، 

پس از آلودگی به میزان داد ولی میزان رونوشت آن 

هاي مقاوم پدر ژنوتی، PAL2بیشتري در مقایسه با 

پس از آلودگی  TLP. افزایش بیان ژن مشاهده شد

ها، از طریق هضم دیواره سلولی قارچ در برابر جدایه

قارچی  تکثیررشد و تواند از بوده و از این طریق می

مقاومت  افزایشجلوگیري کند و به این ترتیب باعث 

هاي انجام در پژوهشي مقاوم شود. ها تیپژنو در

 نقش مهم) 2000و همکاران ( Coca شده توسط

TLP هاي گیاهی در ایجاد مقاومت علیه بیماري

 TLP). تولید Coca et al., 2000اثبات شده است (

 هاي میکروبیدر گیاهان مختلف در پاسخ به آلودگی

به میزان زیادي مورد مطالعه قرار گرفته است و 

مشخص شده که پروتئین تولیدي توسط این ژن از 

 Rizoctoniaزا از قبیلي بیماريهارشد قارچ

solani، Altenaria alternate  وFusarium 

graminearum کندجلوگیري می )Saaedi, 
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و  Habibi ). در بررسی انجام شده توسط1385

در لاین مقاوم گندم  TLP، بیان ژن )2013همکاران (

 Mycosphaerella graminicola ،72در برابر قارچ 

بیشترین سطح خود رسید که  هساعت پس از آلودگی ب

بیانگر نقش مثبت این ژن در مقاومت است. در 

و  Darvishzadehمطالعه انجام شده توسط 

ي ها ژنبررسی بیان  که شامل) 2007همکاران (

PAL2 وTLP   در آفتابگردان آلوده شده با

هاي مورد استفاده در این تحقیق بود نیز میزان  جدایه

داري افزایش معنی ، TLPو PAL2هاي  بیان ژن

با  .ارندنشان داد که با نتایج این بررسی مطابقت د

توجه به اینکه در این مطالعه، بر خلاف مطالعه قبلی 

)Darvishzadeh et al., 2007 از ژن کنترل (

 توان میاستفاده گردید بنابراین  EF1alphaداخلی 

را تایید نمود.   TLPو PAL2ي ها ژنبیان پایدار 

 PAL2هاي  تظاهر مشابه براي ژن وجود الگوي

در این تحقیق و مطالعه قبلی   TLPو

)Darvishzadeh et al., 2007 بیانگر این است ،(

، Actinو  eEFα1که هر دو ژن کنترل داخلی 

ي مرتبط با ها ژني مناسبی براي مطالعه بیان ها ژن

مقاومت به بیماري ساقه سیاه در آفتابگردان 

و  Gimenoکه توسط  اي ند. در مطالعهباش می

به منظور  انتخاب ژن کنترل داخلی ) 2014همکاران (

ژن کنترل داخلی براي بررسی بیان  11مناسب از بین 

، eEFα1 ،elF4-aي ها ژنژن در ارزن انجام شد، 

CYP5  وU2AF  ي کاندید مناسب ها ژنبه عنوان

  معرفی شدند. 

هایی نتایج مطالعه حاضر نشان داد در ژنوتیپ

به جدایه هاي مورد مطالعه، میزان رونوشت حساس 

کاهش داشته و علائم  TLPو  PAL2ي ها ژن

بیماري بیشتر مشاهده می شود در حالی که در 

افزایش  ها ژنهایی که میزان رونوشت این ژنوتیپ

داشته، مقاومت جزئی در برابر قارچ فوما ایجاد می 

ن گردد. بنابراین تولید گیاهان تراریخته داراي میزا

د راهبردي مناسب جهت توان می، ها ژنبالایی از این 

  ایجاد مقاومت به بیماري ساقه سیاه آفتابگردان باشد.
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