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A B S T R A C T   
Sclerotinia stem rot (SSR), caused by the soil-borne fungus Sclerotinia sclerotiorum, adversely 
impacts seed quality in rapeseed (Brassica napus) causing a 10-20% reduction in crop yield. 
The biological control agent Pseudomonas chlororaphis PA23 can protect rapeseed from the 
deleterious effects of the hemibiotrophic fungus S. sclerotiorum by inducing systemic 
resistance. However, little is known about the molecular mechanisms underlying defense 
priming and its regulatory processes. In this study, we amid to identify the protein-protein 
interaction (PPI) networks, with a particular focus on potential hub genes, gene ontology (GO), 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), and regulatory network analysis 
including hub genes promoter analysis and miRNA prediction in canola plants pre-treated by 
PA23 in the presence of S. sclerotiorum using transcriptome data. Using the computational 
algorithms of the CytoHubba plugin in the Cytoscape platform, nodes with the highest 
interactions within the gene network were identified as hub genes, which are mainly involved in 
the maintenance and retrieval of metabolic pathways and photosynthetic activities, controlling 
cellular oxidation/reduction (redox) status, biosynthesis of aromatic amino acids and plant 
hormones, activation of MAPK-mediated defense signals, regulation of sulfur assimilation and 
cysteine biosynthesis. Using clustering analysis based on the IPCA algorithm in the Cytocluster 
plugin, functional modules effective in defense priming against SSR infection were identified. 
These modules were primarily involved in the biosynthesis of aromatic amino acids and the 
production of defensive metabolites in the shikimate pathway. The promoter analysis of 5′UTR 
region of hub genes identified various cis-regulatory elements (CREs), such as auxin signaling-
responsive motifs involved in regulating defense responses against S. sclerotiorum infection. 
Prediction of miRNAs targeting hub genes, using the web-based psRNATarget program, 
revealed that miRNAs belonging to the families miR172, miR395, miR6028, miR6029, 
miR6032, miR6035, miR166, miR156, miR396 and miR824 play key roles as regulatory 
elements in the gene expression network of hub genes. These findings can aid in establishing 
biological control systems for plant disease management and protection of agricultural systems, 
as well as in advancing the fundamental mechanisms for developing disease-tolerant varieties. 
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 در كلـزا  يدفـاع  سـامانه  يالقـا  در يرونوشـت  يالگوهـا  يميتنظ و يژن شبكه يساز مدل
 Sclerotinia sclerotiorum  برابر
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  چكيده

- 10علاوه بر كاهش  شود، يم جاديا Sclerotinia sclerotiorum خاكزاد ) كه توسط قارچSSR( يياينيساقه اسكلروت يدگيپوس
 مهار زيستيعامل  .شود ي) مBrassica napus( كلزابذر در  تيفيكاهش ك منجر به درصدي عملكرد محصول، 20

Pseudomonas chlororaphis PA23  بيوتروف هميقارچ اثرات مخرب كلزا را از  اهيگبا القاء مقاومت سيستميك، قادر است 
S. sclerotiorum  ملكولي القاي مقاومت در برابر اين بيمارگر تا حدود زيادي ناشناخته است. مصون نگه دارد. با اين حال سازوكار

 گرفتقرار  يمورد بررس PA23 زيستي باكتري كنترل ستميكلزا با استفاده از س اهيدر گ رونوشتي يالگوهااز اين رو در مطالعه حاضر، 
 يشناس يهست ي،احتمال )Hub genesهاي كليدي ( ژنژه تمركز بر يو ) بهPPI( نيپروتئ- نيكنش پروتئ برهم يها شبكهبررسي تا با 
بيني  و پيش ي كليديها پروموتر ژنهاي تنظيمي از طريق بررسي  بررسي شبكهو  مسيرهاي بيوشيميايي، )Gene Ontology(ها  ژن

miRNA ا پيش تيمار شده بكلزا  اهياز پاسخ گ تري اطلاعات جامعبه  ،مارگريب- اهيكنش گ در برهمهاPA23 يدر برابر آلودگ S. 

sclerotiorum هاي محاسباتي افزونه  با استفاده از الگوريتم .ديرسCytoHubba افزار  در نرمCytoscapeهايي ( ، گرهNodes با (
 يابيدر حفظ و بازهاي كليدي شناسايي شدند كه عمدتاً  ها در شبكه ژني تحت عنوان ژن كنشي با ساير ژن بيشترين درجه برهم

ي، بيوسنتز اسيدهاي آمينه آروماتيك و سلول )redox( ياياح /ونيداسياكس تيكنترل وضعي، فتوسنتز تيو فعال يكيمتابول يرهايمس
و بيوسنتز سيستئين نقش  سولفور ونيلاسيمياس مينظ، تMAPKوابسته به  يدفاع هاي رسان  پيام يساز فعالهاي گياهي،  هورمون

هاي عملكردي را كه عمدتاً  ماژول، Cytoclusterدر افزونه  IPCAبا استفاده از الگوريتم  شبكه يبند خوشه ليتحلداشتند. همچنين 
پاسخ  ياصل يرهايمسهاي دفاعي در مسير شيكيمات نقش داشتند را به عنوان  در بيوسنتز اسيدهاي آمينه آروماتيك و توليد متابوليت

) CRE، عناصر تنظيمي سيس ( UTR′5هاي كليدي در ناحيه معرفي كرد. آناليز پروموتر ژن SSR در برابر PA23حاصل از  يدفاع
 شناسايي كرد. S. sclerotiorum بر عليه آلودگي يدفاع يها پاسخ ميتنظ را در نياكس رسان پياموابسته به هاي  متنوعي نظير موتيف

هاي psRNATarget ،miRNA محور برنامه وب ستفاده ازبا اكنش دارند،  برهم هاي كليدي ژنكه با  ييهاmiRNA بيني پيش
، miR172 ،miR395 ،miR6028 ،miR6029 ،miR6032 ،miR6035 ،miR166 ،miR156 هاي متعلق به خانواده

miR396 و miR824 ها در القاي  كنش هاي كليدي معرفي كرد. شناخت اين برهم را به عنوان عناصر اصلي شبكه تنظيمي بيان ژن
هاي گياهي و  هاي كنترل بيولوژيكي جهت مديريت بيماري تواند به توسعه سيستم مي SSRسامانه دفاعي كلزا در برابر آلودگي قارچي 

  هاي متحمل به بيماري را توسعه دهد.  هاي پايه جهت ايجاد واريته هاي زراعي كمك كند و مكانيسم حفاظت از سيستم
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   مقدمه
به عنوان سومين گيـاه روغنـي،    ،Brassica napusكلزا، 

درصد از توليد روغن گياهي جهان را به خود اختصاص  13
). كانادا، چين و هنـد  Hajduch et al., 2006( داده است

 ,FAO( از توليدكنندگان اصلي اين دانـه روغنـي هسـتند   

اين محصول زراعي علاوه بـر پتانسـيل عملكـرد     ).2022
درصـد) در   45تـا   40بالا، درصـد روغـن دانـه بـالاتري (    

ارزش غـذايي ايـن   هـاي روغنـي دارد.    مقايسه با ساير دانه
محصول و سازگاري به شرايط آب و هوايي مختلف سـبب  
شده است كه افزايش سـطح زيركشـت ايـن محصـول در     

هـاي   ي افزايش توليـد دانـه  ها ايران به عنوان محور برنامه
 ,.Zomorodian et alروغني مـورد توجـه قـرار گيـرد (    

ي اصـلاح ارقـام   ها برا با وجود تلاش )، با اين حال،2011
از عوامـل   طيـف وسـيعي  همچنـان بـه   مقاوم، ايـن گيـاه   

تــرين عوامــل  يكــي از مخــرب حســاس اســت. زا يمــاريب
 Sclerotinia sclerotiorumزاي كلــزا، قــارچ  بيمــاري

(Lib.) de Bary  به عنوان عامـل پوسـيدگي    باشد كه مي
عــلاوه بــر كــاهش عملكــرد  )،SSR( 1ســاقه اســكروتينيا

محصول، كميت و كيفيت روغـن آن را بطـور چشـمگيري    
 ;Aggarwal et al., 1997( دهـد  تحت تـاثير قـرار مـي   

Saharan and Mehta, 2008(.   از اصطلاحات متفـاوتي
اي، پوسـيدگي سـاقه و    پنبـه نظير كپك سفيد، پوسـيدگي  

پوسيدگي طوقه براي بيان بيماري ناشـي از ايـن بيمـارگر    
) كـه از  Jahan et al., 2022قارچي استفاده شده اسـت ( 

دامنـه ميزبـاني    .تـر اسـت   اين ميان، كپك سـفيد متـداول  
خاصي براي اين بيمارگر تعريف نشده اسـت و قـادر اسـت    

را آلـوده كنـد. از   لپـه   لپه و دو بيش از صد گونه گياهي تك
تـوان بـه    عوامل موثر بر خاصيت بيماريزايي اين قارچ مـي 

كننده ديواره سـلولي،   هاي تجزيه توانايي آن در توليد آنزيم
هاي افكتور اشاره كرد. هر چند كه  اگزاليك اسيد و پروتئين

يابي جامع ژنـوم ايـن بيمـارگر، اطلاعـات زيـادي در       توالي
و عوامل موثر بر رشـد   خصوص چگونگي سازماندهي ژنوم

و بيماريزايي آن ارائه داده است، با اين حال اساس ملكولي 
زايي آن هنوز به طور كامل مشـخص نشـده اسـت     بيماري

                                                                             
1. Sclerotinia stem rot 

چ عـلاوه  ). اين قارHossain et al., 2023(مقاله مروري 
بر توانايي انگلي بسيار بالا، قادر است به صـورت انـدوفيت   

م، جو و ذرت نيز رشد كنـد  هايي نظير برنج، گند لپه در تك
)Tian et al., 2020هاي پير را براي  بافتجا كه  ) و از آن

كنــد، خاصــيت نكروتروفــي  شــروع آلــودگي كلــونيزه مــي
 ,.Hossain et al(مقالــه مــروري منحصــربفردي دارد 

با اين حال، وجود يك فاز بيوتروفيـك جزئـي در   . )2023
چرخه آلودگي اين قارچ مشاهده شده است. از اين رو ايـن  

ها  بيوتروف توان جزء همي تر مي بيمارگر را به صورت دقيق
ــه ــرد  طبق ــدي ك ايجــاد  .)Kabbage et al., 2015(بن
 ويژگي مشترك همه اعضـاي  2اي سختينه هاي ريسه توده

Sclerotiniaceae  باشـد (  مـيBolton et al., 2006 .(
شـود و ممكـن    سختينه در پايان چرخه عفونت ايجـاد مـي  

 Khangura et( است براي چندين سال نيـز زنـده بمانـد   

al., 2015(  ــراي ــارگر را ب ــن رو امكــان بقــاي بيم . از اي
دهد. اين امر باعـث كـاهش    هاي طولاني افزايش مي  دوره

وش كنترل زراعـي  اثربخشي كشت تناوبي به عنوان يك ر
‐Derbyshire and Denton( شـود  مي Giles, 2016 .(

از سوي ديگر به دليل دامنه ميزباني وسيع بيمارگر، كنترل 
هـاي زراعـي بسـيار سـخت و      بيماري با اسـتفاده از شـيوه  

كشت انواع كلـزا  ). Wu et al., 2016برانگيز است ( چالش
تـرين راه   مقاوم به بيماري، كارآمدترين و مقرون به صـرفه 

 ;Wu et al., 2013است ( SSR براي پيشگيري و كنترل

Barbetti et al., 2014; Bastien et al., 2014  بـا .(
حال، عدم وجـود ژرم پلاسـم مقـاوم در ارقـام كلـزاي       اين

 ;Li et al., 2006( نزديـك كشـت شـده و خويشـاوندان    

Wu et al., 2013; Wu et al., 2016(،   اصلاح ملكـولي
گسـتره   آن را با محـدوديت مواجـه سـاخته اسـت. دامنـه     

منجـر بـه وابسـتگي شـديد بـه       ايـن قـارچ   يزباني وسيعم
 با اين حال، .براي مديريت بيماري شده است ها كش قارچ

بـر محـيط زيسـت و    ايـن مـواد   به دليل اثرات ناخواسـته  
، كنترل بيولوژيكي بـه عنـوان   زيست محيطيهاي  نگراني
براي حفاظت از محصـولات كشـاورزي    مطلوبزيني جايگ

بدين ترتيب كه  .)Duke et al., 2017ت (مطرح شده اس

                                                                             
2. Sclerotia 
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ــم ــر ميكروارگانيس ــاي غي ــاري ه ــت   بيم ــاء مقاوم ــا الق زا ب
هـاي دفـاعي ميزبـان را     سيستميك در گياهـان، مكـانيزم  

منجـر بـه    1"القـاي سـامانه دفـاعي   "كنند و با  تقويت مي
تـر گيـاه بـه حمـلات بعـدي       تر و سـريع  هاي قوي واكنش

    .)Pieterse et al., 2014( شوند ميبيمارگر 
نسل بعد،  يابي يتوال يفناور واسطه پيشرفت بهامروزه 

 يهـا  سميدرك مكان يبرا كسيپتوميترانسكر يها از روش
اسـتفاده   مارگرهـا يبا ب زبانيم اهيگ يها كنش برهم يملكول
 براي اجـراي موفقيـت آميـز    .)Xu et al., 2021( شود مي

در القاء مقاومـت سيسـتميك بـر     2عوامل كنترل بيولوژيك
ــارچ ، درك كامــل تعــاملات  S. sclerotiorumعليــه ق

هـا روي   هـاي كنتـرل زيسـتي، از جملـه تـأثير آن      سيستم
هـاي ملكـولي    گياهان ميزبان و همچنـين درك مكانيسـم  

جهـت   S. sclerotiorum و B. napus هـاي  كـنش  برهم
ايجاد منابع جديد كلزاي مقاوم به بيماري ضـروري اسـت.   

هــاي  بــا ادغــام داده 3اي شناســي ســامانه رويكــرد زيســت
Omics هــاي حاصــل از رونويســي، پروتئــوم و  نظيــر داده

بينـي عملكردهـاي سـلولي و     توانـد بـا پـيش    متابولوم مـي 
زاي مختلـف،   هاي گياه بـه عوامـل تـنش    سازي پاسخ مدل

ابزار قدرتمندي براي درك بهتر نحوه واكنش گياهان ارائه 
از ايـن رو در مطالعـه   ). Pazhamala et al., 2021( دهـد 
 رويكرد براي بررسـي اثـر عامـل بيولـوژيكي    اين ز ا حاضر،

Pseudomonas	chlororaphis	PA23    بـر روي پاسـخ
شد.  استفاده  S. sclerotiorumقارچدر برابر  دفاعي گياه كلزا

اين مطالعه با بررسي اثرات عامل كنترل زيستي بر گياه كلزا و 
توانـد گـام مهمـي در     هاي پروتئيني مي كنش شناسايي برهم
هاي كنترل زيستي به عنوان جـايگزيني بـراي    توسعه سيستم

هـاي شـيميايي و اسـتفاده از رويكردهـاي پايـدار       كـش  آفت
  هاي گياهي به شمار آيد. مديريت بيماري

 
  نه پژوهشپيشي

هاي زنده و غيـر   تنشدفاعي در برابر  يكي از سازوكارهاي
و سـاختاري   شـناختي  ريخـت موانع ، ايجاد گياهاندر  زنده

                                                                             
1. Defense priming 
2. Biocontrol agents (BCAs) 
3. System biology 

 Atkinson( باشد ي ميموم و ديواره سلول ،مانند كوتيكول

and Urwin 2012; Muthamilarasan and Prasad 
از دفـاعي   هـاي  سـازي پاسـخ   فعال از سوي ديگر ).2013
هـا يـا    كولي مرتبط با ميكروبلشناسايي الگوهاي م طريق

هـاي   يا مولكـول ) MAMPs/PAMPs( 4زا عوامل بيماري
ــور  ;Jones and Dangl, 2006( 5افكتـــ

Muthamilarasan and Prasad, 2013(    و بـه واسـطه
-Robert( شـوند  رسان هورموني كنترل مي پيامهاي  شبكه

Seilaniantz et al., 2011a  .( 

، S. sclerotiorumگيـاه كلـزا و قـارچ     كنش در برهم
اهميت برخي عوامل موثر در بيماريزايي نظيـر مسـيرهاي   
وابسته به پروكسيزوم همـراه بـا تجزيـه ديـواره سـلولي و      

 Chittem etهاي ميزبـان تاييـد شـد (    زدايي متابوليت سم

al., 2020هـاي دفـاعي    ). در خصوص سازوكارهاي پاسخ
، مشخص شده اسـت  SSRذاتي گياه كلزا در برابر آلودگي 

هـاي   رسـان  هاي متابوليكي كه بـه واسـطه پيـام    كه شبكه
شوند،  ) تنظيم ميSAهورموني خصوصا اسيد ساليسيليك (

 Xuالقاء مقاومت گياه بر عليه اين آلودگي نقش دارند ( در

et al., 2021ين مشخص شـده اسـت كـه بـيش     ). همچن
در گياه كلزا، مقاومـت بـه ايـن     AtGDSL1بيان ژن ليپاز 

هاي فعال اكسـيژن، افـزايش    قارچ را با افزايش توليد گونه
 كنـد  و كاهش ميزان جاسـمونات القـاء مـي    SAمحتواي 

)Ding et al. 2020  .(  
هـاي   كه گياهـان در معـرض ميكروارگانيسـم    هنگامي

 زيسـتي گيرند، ايـن عوامـل كنتـرل     يزا قرار م بيماري غير

بيـوز مسـتقيم بيمـارگر، مقاومـت      عـلاوه بـر آنتـي    قادرنـد 
سيستميك بواسطه القاء سـامانه دفـاعي را در گيـاه فعـال     

هـايي نامزدهـاي خـوبي بـراي      ميكروارگانيسم چنين كنند.
 Pal and McSpaddenجايگزيني مواد شيميايي هستند (

Gardene, 2006.(Pseudomonas	 chlororaphis	

PA23  اسـت كـه قـادر بـه      عامـل كنتـرل زيسـتي    يـك
 حساسهاي  ونهدر گ S. sclerotiorum جلوگيري از رشد

B. napus  اسـت )Fernando et al., 2007.(  مطالعـات 
 .Sم،بـه طـور مسـتقي    PA23 كـه انـد   قبلـي نشـان داده  

                                                                             
4 Microbial- or pathogen-associated molecular patterns 
5. Effector molecules 
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sclerotiorum هــاي ضــد  را از طريــق ترشــح متابوليــت
 ,.Poritsanos et al(دهـد   مورد حملـه قـرار مـي    يقارچ

2006; Zhang et al., 2006(.  ــه و  Dukeدر مطالع
ــه  هــا بيــان ژن، )2017همكــاران ( در  PA23در پاســخ ب

 يهـا  در بافـت  S. sclerotiorumحضور و عـدم حضـور   
-RNA )RNAيـابي   با استفاده از تـوالي  B. napusبرگ 

seq( حضـور  مشـخص شـد كـه    . گرفتقرار  يمورد بررس
PA23 ،شـــده توســـط  ءالقـــا يدفـــاع يرهايمســـS. 

sclerotiorum فعـال   ژنياكس ـ يهـا  ونـه گ دياز جمله تول
)ROS( ياكتسـاب  كيستميمقاومت س يو القا )SAR(  را

با اين حال، اين عامل كنترل زيستي توانسـت   كاهش داد.
ــتق  ــل مس ــر تقاب ــلاوه ب ــا  ميع ــا ، S. sclerotiorumب ب

خـود را   ياثر حفـاظت  زبان،يم يدفاع يها شبكه يساز آماده
هـايي بـا بيـان     هرچند كه در اين پژوهش، ژن .كنداعمال 

در گياهان پرايم شده بـا   SARمتمايز در پاسخ به آلودگي 
PA23  شناســايي شــدند، امــا ايــن مطالعــه اطلاعــاتي در

، عملكرد و چگونگي تقابـل آن  1هاي محوري خصوص ژن
ده ارائه نداد. لذا در مطالعـه كنـوني   هاي بيان ش با ساير ژن

شناسايي شده با بيان متمايز كـه در   هاي ابتدا بر اساس ژن
) در پاسخ بـه آلـودگي   Duke et al., 2017مطالعه قبلي (

SAR  به دنبال القاي سامانه دفاعيPA23    بـا اسـتفاده از
كـنش   شناسايي شده بود، شبكه برهم RNA-seqتكنيك 
هاي محـوري كـه    شد. سپس ژن ) ترسيمPPI( 2پروتئيني

بيشترين تعامل را با ساير اعضاي شبكه داشتند، شناسـايي  
ها  هاي كليدي، عملكرد اين ژن شدند. پس از شناسايي ژن
هــا در  هــا و نقــش عملكــردي آن در تعامــل بــا ســاير ژن

مسيرهاي بيوشيميايي مـورد بررسـي قـرار گرفـت. آنـاليز      
عناصر ي در خصوص ها نيز اطلاعات مفيد پروموتر اين ژن

هـاي   پاسـخ مرتبط بـا   يمحور يها ) ژنCREs( 3يميتنظ
 كه بـا  يمهم يها  4RNAكرويم همچنين. ارائه داد دفاعي

، دارنـد  كـنش  بـرهم  يمـار يدر پاسخ به ب يمحور يها ژن
القـاي سـامانه    ملكـولي  جينتـا در مجموع . شناسايي شدند
توانـد اطلاعـات    مـي  بيمـارگر -اهي ـگ كنش دفاعي در برهم

                                                                             
1. Hub genes 
2. Protein-Protein interaction 
3. Cis-regulatory elements 
4. MicroRNAs 

آلودگي مقاوم به  ختهيتوسعه محصولات ترار جهت مفيدي
S. sclerotiorum   و مديريت اين بيماري در كلزا و سـاير

  نژادگران قرار دهد. در اختيار به گياهان
  

  شناسي پژوهش روش
 يدفاع القاي سامانهبه دنبال  كه در گياه كلزاهايي  در ابتدا ژن
 بيـان  S. sclerotiorumآلـودگي   در طول PA23حاصل از 

)، Duke et al., 2017) داشـتند ( log2FC|>1|متمايزي (
بـراي ارزيـابي   شناسايي شـدند. سـپس ايـن ليسـت ژنـي      

مبتنـي بـر    هاي انتخاب شده، به برنامه كنش بين ژن برهم
 orgdb.-http://string به آدرس بر خـط  STRING وب

شد. در  ) ايجادPPIپروتئيني (كنش  و ليست برهم وارد شد
بـه   PPIكنشي، ليست  مرحله بعد براي ترسيم شبكه برهم

Cytoscape ) وارد شد. جهت شناسـايي و  ) 1/10/3نسخه
در  CytoHubbaهــاي كليــدي از افزونــه  بنــدي ژن رتبــه

Cytoscape   استفاده شد. اين افزونه قادر است با اسـتفاده
بندي و شناسايي  هاي محاسباتي مختلف به رتبه از الگوريتم

). در مطالعـه  Chin et al., 2014هاي كليدي بپردازد ( ژن
هاي كليدي بر اسـاس بررسـي حاصـل از چهـار      حاضر ژن

ــباتي  ، MCCاز جملـــه  CytoHubbaالگـــوريتم محاسـ
DEGREE ،DMNC  وMNC ناســـايي شـــدند و در ش
هـا در يـك    هـا بـا سـاير گـره     هـاي آن  كـنش  نهايت برهم

بـراي آنـاليز   KEGG 6نشان داده شد. از پايگاه  5زيرشبكه
مسيرهاي بيوشيميايي زيرشـبكه اسـتفاده شـد واز برنامـه     

هـاي   شناسـي ژن  هسـتي  بـراي  STRING مبتني بر وب
)، اجـزاي  MF( 7كليدي كه مشتمل بـر عملكـرد ملكـولي   

) اسـت، اسـتفاده   BP( 9و فرآيند بيولـوژيكي  )CC( 8سلولي
ــراي خوشــه شــد. ــدي ژن ب ــه  بن ــبكه از افزون ــاي زيرش  ه

CytoCluster  درCytoscape  استفاده شد كه با استفاده
بنـدي   شبكه را خوشه هاي زير هاي مختلف، گره از الگوريتم

 . در مطالعه حاضـر از الگـوريتم  )Li et al., 2017( كند مي

                                                                             
5. Subnetwork 
6. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
7. Molecular function 
8. Cellular component 
9. Biological process 
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IPCA 1هـاي موجـود در زيـر شـبكه      بندي گره براي گروه
ــپس ژن  ــد. س ــتفاده ش ــخه    اس ــه در نس ــر خوش ــاي ه ه

STRING  براي يافتن مسيرهايKEGG   .بررسي شدند 

 هـاي كليـدي،   هاي پروموتري ژن جهت شناسايي موتيف
  Ensembl Plantsاز سرويس مبتني بـر وب  با استفاده ابتدا

)http://plants.ensembl. org ،(1تواليKb    از ناحيه غيـر
استخراج شد. هاي شناسايي شده،  ژن UTR 2′5قابل ترجمه 

 .http://meme-suiteبـه آدرس بـرخط     Tomtomابزاراز 

org/tools/tomtom براي شناسايي CRE هاي شناخته شده
ليسـتي از   ،). ايـن ابـزار  Gupta et al., 2007استفاده شـد. ( 

 هــاي احتمــالي را بــر اســاس ارزيــابي پايگــاه داده موتيــف

JASPAR CORE 2022  ــه ــان،  ارائ ــه از آن مي داد ك
  0.1>و 0.01> به ترتيب E و P هايي با آستانه مقادير موتيف

ــالي    انتخــاب شــدند. ســپس جهــت شناســايي نقــش احتم
 آدرس بـرخط بѧѧه  GoMo ابـزار  از هاي انتخاب شده، موتيف

http://meme-suite.org/tools/gomo  اســــتفاده شــــد
)Buske et al., 2010 .(  

هـاي احتمـالي، ابتـدا تـوالي      miRNAبراي شناسايي
بــا اســتفاده از ســرويس مبتنــي بــر وب هــاي كليــدي  ژن

Ensembl Plants )http://plants.ensembl. org (
هـاي شـناخته شـده كلـزا نيـز از       miRNAاستخراج شـد.  

) /miRbase  )https://www.mirbase.orgســــرور
هـاي كليـدي بـا     استخراج شدند. سپس، مقايسه توالي ژن

miRNAبـــا اســـتفاده از  كلـــزا هـــاي شـــناخته شـــده
 .psRNATarget (http://lantgrn.nobleســـرور

org/psRNATarget/) نشان داد كه كدام ،miRNA  هـا
كنش دارند. اين ليست جهت ترسيم  مهاي هدف بره با ژن

  وارد شد.  Cytoscapeشبكه به نرم افزار 
  

  هاي پژوهش يافته
  هاي ژني و شناسايي قطب PPIشبكه 

) بـر اسـاس ليسـت    PPIشبكه بـرهم كنشـي پروتئينـي (   
و   STRINGبـا اسـتفاده از   هـايي بـا بيـان متمـايز و     ژن

                                                                             
1. Identifying Protein Complex Algorithm 
2. 5′untranslated region 

Cytoscape  كـنش   ). اين شبكه برهم1ترسيم شد (شكل
بـه دنبـال القـاي     SSRهايي كه در پاسخ بـه آلـودگي    ژن

در گياه كلزا افزايش يا كاهش بيـان   PA23سامانه دفاعي 
ذكـر   تميبا استفاده از چهار الگوردهد.  اند را نشان مي داشته

 نيشـتر يبـا ب  كليـدي  هاي نيها، پروتئ شده در مواد و روش
موجـود   ينيپروتئ يها كنش برهم يتمام نيبز ا  كنش برهم

و  كليـدي  يهـا  نيپـروتئ . ليسـت  شدند ييشناسادر شبكه 
نشــان داده شــده اســت.  1در جــدول هــا  مشخصــات آن

ها DEGهاي كليدي شناسايي شده با ساير  كنش ژن برهم
ها بر  بررسي بيان اين ژن نشان داده شده است. 2در شكل 

و همكـاران   Dukeطالعه اساس ليست ژني تهيه شده از م
هـاي كليـدي شناسـايي شـده      نشـان داد كـه ژن   )2017(

تغييرات بيانشان نسبت بـه گياهـان شـاهد مثبـت بـوده و      
ها بيانگر اين نكته است كـه   بود. اين يافته 2تقريبا نزديك 

ها، الزاما  هاي بزرگ اثر با درجه بالاي تعامل با ساير ژن ژن
ودگي بـالا نيسـت و اثـرات    تغييرات بيانشان در پاسخ به آل

هاي دفـاعي   ها، در بروز پاسخ ها با ساير ژن كنشي آن برهم
  تأثيرگذارتر است.  

هاي كليـدي شناسـايي    ، يكي از ژن1بر اساس جدول 
آنـزيم گلوتـاتيون    باشد كه مي  BnaC04g26180Dشده، 

فـرم   سبب توليـد  اين آنزيم كند. ) را كد ميGR( 3ردوكتاز
در  يدي ـنقش كلشود كه  در سلول مي ونيگلوتاتاحيا شده 

وضـعيت  كنتـرل  و  ژنياكس ـ ي فعالها گونه يكنترل سلول
(مقالـه  دارد ) بر عهـده  redoxاكسيداسيون/احياي سلولي (

اي در  ). مطالعـات گسـترده   Couto et al., 2016مـروري 
رسـاني دفـاعي و القـاء     خصوص نقش گلوتـاتيون در پيـام  

صـورت گرفتـه اسـت    مقاومت بـه بيمارگرهـاي مختلـف    
)Ghanta et al., 2011; Cheng et al., 2015; 

Künstler et al., 2019 (.  عملكرد آنزيمGR  ليتبـد در 
GSSG  بهGSH تنشها در برابر  محافظت از سلول يبرا 

 قياز طر اكتسابي سيستميك مقاومت شيزاو اف ويداتياكس
 اسـت  يضـرور  SAواسـطه  بـه   PR يهـا  ژن يساز فعال

)Chen et al., 2007(.   

                                                                             
3. Glutathione reductase 
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BnaC03g44420D و BnaA03g57920D پروتئيني 
باشـد   مـي  TIM barrel كنند كه حامـل دومـين   را كد مي
 TIM-barrelنوع  لاز خانواده آلدو هاي نيپروتئ). 1(جدول 

 يكيو متـابول  يفتوسـنتز  يها پاسخ ميدر تنظ ينقش مهم
 يهـا  مختلف از جمله تنش يها در مواجهه با تنش اهانيگ

 اهي ـتلاش گ ،يتحت تنش غرقاب .دندار ويداتيو اكس يغرقاب
-TIMنـوع   لاز خـانواده آلـدو   يهـا  نيپـروتئ  يابيباز يبرا

barrel ـا تي ـدهنده اهم نشان  در حفـظ و   هـا  نيپـروتئ  ني
 اسـت  يفتوسـنتز  تي ـفعال ي مسيرهاي متـابوليكي و ابيباز
)Kazemi Oskuei et al., 2017(.     بـر اسـاس مطالعـات

ترمينال - Cدر   	Tm-1قبلي مشخص شده است كه پروتئين 
از  باشد. اين پـروتئين  مي TIM-barrelخود داراي دومين 

ويـروس موزائيـك    ازهاي همانندس ـ طريق اتصال به آنزيم

ژنــوم ايــن  يهمانندســازمــانع  )،ToMV( فرنگــي گوجــه
ــار  ويــروس مــي ــين ب ــراي اول ــه  شــود. ايــن ژن ب در گون

 .Solanum habrochaites S يوحشــ فرنگــي گوجــه

Knapp & D.M. Spooner از آن بـه   و بعدها شد افتي
ــام مختلــف طــور  ــرا فرنگــي گوجــهگســترده در ارق  يب

استفاده شـد   ToMV ها در برابر عفونت محافظت از آن
)Pelham, 1966; Spooner et al., 2010; 

Ishibashi et al., 2007(.  همچنين مشخص شده است
ممكن است نقـش   TIM-barrelخانواده  يها نيپروتئكه 

 زين )TuMVويروس موزائيك شلغم ( در پاسخ به يا عمده
از ايـن رو ايـن ژن     .)Rubio et al., 2019( داشته باشند

تواند به عنوان يك منبع جديدي از مقاومـت در پاسـخ    مي
  هاي ميكروبي به كار گرفته شود.  به آلودگي

  

 
القاي به دنبال  S. sclerotiorum يدر پاسخ به آلودگ(قرمز رنگ)  افزايش (سبز رنگ) و كاهش بيانبا  ييها ژن PPIشبكه  .1 شكل
، 893/12 ، ميانگين تعداد همسايگان:363 :، تعداد يال59 . (تعداد گره:Cytoscapeافزار  با استفاده از نرم PA23حاصل از  يدفاع سامانه

  ).234/0، تراكم شبكه:577/0 :، ضريب خوشه بندي98/1ه: طول مسير مشخص
Figure 1. PPI network of up-regulated (green) and down-regulated (red) genes in response to S. sclerotiorum 
infection following PA23-induced defense priming, using Cytoscape software. Network details: Number of 
Nodes: 59; Number of Edges: 363; Average Number of Neighbors: 12.89; Characteristic Path Length: 1.98; 

Clustering Coefficient: 0.577; Network Density: 0.234. 
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BnaC04g56880D  هـاي كليـدي    يكي ديگـر از ژن
اسـت   SSRشناخته شده در پاسخ دفاعي بر عليه آلـودگي  

 -1فسفوشـيكيمات   -3) كه با كد كـردن آنـزيم   1(جدول 
انـول پيروويـل    -5(كه همان  1كربوكسي وينيل ترانسفراز

است)، نقش مهمي 2سينتاز  )EPSP(فسفات  -3شيكيمات 
 ـفندر توليد اسيدهاي آمينـه آروماتيـك نظيـر      ن،نـي آلا لي

در  يدي ـكل ميآنز كدارد. اين آنزيم، ي پتوفانيو تر نيروزيت
اسـت كـه بـه طـور گسـترده در       3كيميكيش ـ دياس ـ ريمس
هـا)   هـا و قـارچ   (بـاكتري ها  سميكروارگانيو م يعال اهانيگ
ات و و نقـش مهمـي در بيوسـنتز كوريزم ـ    شـود  يم ـ افتي

 ,.Stallings et alكند ( اسيدهاي آمينه آروماتيك ايفاء مي

1991; Santos-Sánchez et al., 2019.(  بيوســنتز
اسيدهاي آمينه آروماتيك و تركيبات معطر از طريق مسـير  
شيكيميك اسيد به عنـوان يكـي از اجـزاي بقـاي گيـاه و      

 ,.Parthasarathy et alهـا ضـروري اسـت (    ميكـروب 

ها  هورمونتواند در بيوسنتز  ). همچنين اين آنزيم مي2018
رشـد،   يهـا  نين ـيك نظير ياهيمهم گ يها تيمتابول ريو سا

 يهـا  تي ـمتابول ريو سـا  SAها،  فنل دها،يفلاونوئ ن،يگنيل
 Priestman( نقش داشـته باشـد   اهيگ در دفاع موثر هيثانو

et al., 2005; Achary et al., 2020  .( 

BnaA09g20370D  هـاي كليـدي    يكي ديگـر از ژن
 APS)، آنـزيم  1شناسايي شـده در ايـن مطالعـه (جـدول     

هـاي   كند كه به عنـوان يكـي از آنـزيم    را كد مي 4ردوكتاز
) Sگـوگرد ( مطـرح اسـت.    5كليدي اسيميلاسيون سولفات

 يكيولـوژ يزيف ينـدها ياست كه در فرآ يعنصر ضرور كي
بـه   خاكگوگرد پس از جذب از دارد.  ياتيمختلف نقش ح
 نيآدنـوز به  6سولفوريلاز ATPتوسط آنزيم شكل سولفات 

 Prioretti et( شـود  يمتبديل  )APS( 7فسفوسولفات-'5

al., 2014(. APS  توسط APSاحيـا  ت يردوكتاز به سولف
د ي) بـه سـولف  SIR( 8ت ردوكتازيسپس توسط سولفشده و 

                                                                             
1. 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 
2. 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) synthase 
3. Shikimic acid 
4. APS reductase 
5. sulfate assimilation 
6. ATP sulfurylase 
7. Adenosine 5′-phosphosulfate (APS) 
8. Sulfite reductase (SIR) 

به  هاي خاص آنزيم تيفعال قيد از طريسولفشود.  احياء مي
شـود و   ي) وارد م ـOAS( نيسـر  لياست-O ياسكلت كربن

ــتولســبب  ــتئيس دي ــي نيس ــود ( م . )Kopriva, 2006ش
 ـ بيترك نياول نيستئيس  ريسـنتز سـا   يبـرا  S يحـاو  يآل

ــاتيترك ــد مت ب ــمانن ــولفول ن،يوني ــاميو دها،يپيس ــا،  نيت ه
شـود   به كار گرفتـه مـي   پروستتيك يها ها و گروه ميكوآنز

)Nakai and Maruyama-Nakashita 2020; Li et 

al., 2020  .(  
BnaC02g25850D  هـاي كليـدي    يكي ديگـر از ژن

-ديسـرالده يگل) كه آنزيم 1باشد (جدول  شناسايي شده مي
در كنـد كـه    را كد مي) GAPDH( 9دروژنازيفسفات ده-3

 ـ 3-1 ليتبد ندي)، فراCBC( 10بنسون-نيچرخه كالو  سيب
) را GAPفسـفات ( -3-ديسـرالده يبـه گل  سـرات يگل فسفو
ــال ــ زيكات ــد يم  .)Cséke and Buchanan 1986( كن

فســفات -3-ديســرالدهيگلمطالعــات اخيــر نشــان داد كــه 
)GAP( ي وابسـته بـه   دفـاع  هـاي  رسان پيام يساز فعال با

MAPK هي ـعل كيسـتمات يدفاع سي، سيشبكه رونو ءو القا 
حـال   بـا ايـن  . كنـد  ايجاد ميها را  بيمارگراز  يعيوس فيط

سازي اين سيستم دفـاعي   ابهامات زيادي در خصوص فعال
 وجــود دارد كــه نيــاز بــه توزوليدر ســ GAP بــه واســطه
 Zuo etتـر دارد (  يي تكميلـي ايميوشيو ب يكيمطالعات ژنت

al., 2024(  .  
سازي سامانه دفاعي  هاي كليدي در فعال يكي ديگر از ژن

ــط  ــودگي  PA23توســـــ ــر آلـــــ  .S در برابـــــ

sclerotiorum،BnaA03g01690D  1باشد (جـدول   مي (
بـه   كـه  كند يرا كد م 11سنتاز لاتيآنتران يآلفا رواحديزكه 

محدودكننـده سـرعت در سـنتز     هـاي  عنوان يكي از آنزيم
هـاي   مطالعـات قبلـي نقـش ژن   . باشد مطرح مي پتوفانيتر

موثر در مسير شيكيميك اسيد (نظير ژن آنترانيلات سنتاز) 
شـوند را   دهاي آمينه آروماتيك ميكه منجر به بيوسنتز اسي

 Blumeriaدر برابــر نفــوذ قــارچ گيــاه جــو مقاومــت در 

graminis f. sp. hordeiي پودر دكيسف يماري، عامل ب
 ).  Hu et al., 2009تأييد كرده بودند (

                                                                             
9. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
10. Calvin-Benson cycle (CBC) 
11. Anthranilate synthase alpha subunit 1 
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BnaC03g62400D  ــزيم ــه آنــ ــركــ  نيفسفوســ
هـاي   كند، يكـي از ژن  را كد مي) PSAT( 1نوترانسفرازيآم

). ايـن  1اين مطالعه شناخته شده است (جدول محوري در 
-3قابـل برگشـت    ونيناس ـيمآ كه واكـنش تـرانس   آنزيم

 3نيفسفوسـر -3) بـه  PHP-3( 2روواتي ـپ يدروكسيفسفوه
)PSer را در حضور (L-) گلوتاماتGluكنـد  يم ـ زي) كاتال ،
) PPSB( 4نيسـر  وسـنتز يب ونيلاس ـيفسفر رياز مس ئيزج

 Sekula( گيرد كه در پلاستيدهاي گياهي صورت مي است

et al., 2018.(   ريمس ـمطالعات قبلي نشان داده است كـه 
PPSB  فعال  عوامل بيماريزاتوسط  اهانيگ آلودگيپس از

ي گياهـان در  به علاوه ).Benstein et al., 2013( شود مي
قـارچ  ها غيرفعـال بـود، اثـرات مثبـت      در آن كه اين مسير

Colletotrichum tofieldiae  در رشد گياه مشاهده نشد
)Zimmermann et al., 2021(.  

BnaA10g16850D و BnaA10g09090D هاي ژن از 
 كليدي شناسايي شده در پاسخ دفاعي حاصل از سامانه القايي

PA23 در مسير بيوسنتزي تريپتوفان  كه )1باشند (جدول  مي
 يبرا پتوفانيتر كيآرومات نهيآم دياس اهان،يدر گ نقش دارند.
رشد  يها هورمون ساز شياست و پ يضرور نيسنتز پروتئ

 يها تي) و متابولB3 نيتامي(و نياسين دها،يآلكالوئ ن،ياكس
 Howe and( است ها نولاتيگلوكوز ندوليا دفاعي نظير

Jander, 2008; Tzin and Galili, 2010; Sønderby et 
al., 2010; Maeda and Dudareva, 2012; Zhou et 

al., 2018با توليد طيف وسيعي  پتوفانيتر ريمس ،). از اين رو
هاي  بروز پاسخدر  هاي ثانويه نقش محوري از متابوليت

  بيمارگرها در سلسله گياهان بر عهده دارد.  هيعل دفاعي

  
سـازي مسـيرهاي    شناسـي و غنـي   بررسي هستي
  هاي كليدي  بيوشيميايي ژن

هاي ژني با سـاير   شناسي شبكه تعامل قطب ررسي هستيب
نشان داد كه در ارتباط بـا   Stringها با استفاده از ابزار  ژن

مختلف  يندهايفرآاي از  مجموعه )،BPفرايند بيولوژيكي (
سنتز كه مربوط به  ييها آن ژهيبه و ،يوسنتزيو ب كيمتابول

                                                                             
1. Phosphoserine aminotransferase 
2. 3-phosphohydroxypyruvate 
3. 3-phosphoserine 
4. Phosphorylated pathway of serine biosynthesis (PPSB) 

در پاسخ  هستند سولوفوريو  يتروژنين آروماتيك، باتيترك
فعال  SSR در برابر آلودگي PA23القاي سامانه دفاعي به 
براي عملكـرد   GO). اصطلاحات غالب در 3اند (شكل شده

هاي كاتاليتيكي، اتصال  ) اغلب شامل فعاليتMFملكولي (
هـاي كوچـك، اكسـيدو ردوكتـاز،      ها، اتصال مولكـول  يون

، اتصال ها، فعاليت گلوتاتيون ترانسفراز اكسيدان فعاليت آنتي
). ايـن  3باشـد (شـكل    گلوتاتيون و فعاليت پراكسـيداز مـي  

گياه كلـزا در القـاي    پاسخ عملكردي ها نشان داد كه يافته
 بـا تقويـت   SSRدر برابـر آلـودگي    PA23 سامانه دفاعي

 ـ مياتصـال و تنظ ـ  ،يدفـاع  يهـا  واكنش  يفلـز  يهـا  وني
ي همراه سلول ييزدا و سم ويداتياكس تنشكاهش  ،يضرور

) CCبـراي اجـزاي سـلولي (    GOاست. غالب اصطلاحات 
هاي سلولي نظيـر پلاسـتيدها و    شامل سيتوپلاسم، اندامك

ها، غشـاي تيلاكوئيـد و اسـتروماي     كلروپلاست، تيلاكوئيد
دهـد عمـده    ) كه نشان مـي 3باشد (شكل  كلروپلاست مي

القـاي سـامانه   در پاسخ به  هاي متابوليكي و دفاعي فعاليت
در گياه كلزا در ايـن   SSR در برابر آلودگي PA23ي دفاع
  ي اتفاق افتاده است.سلول يها مكان

مـوثر در پاسـخ   براي دستيابي به اطلاعات مسـيرهاي  
 بررسـي از ، PA23بواسـطه   SSRگياه كلـزا بـه آلـودگي    

 زيرشـبكه  هـاي  بـراي ژن  KEGG يسازي مسـيرها  غني
يـك پايگـاه داده بـراي تخصـيص      KEGG شد.استفاده 

هـاي   هـايي از ژن  خـاص بـه گـروه   بيولوژيـك  مسيرهاي 
بـاط دادن  ارت اسـت كـه بـا    (DEGs) شـده متفاوت بيـان  

 ارتبـاط بـين   ،هـاي عملكـردي   بـه داده  omics هـاي  داده
و  يسـلول  يدر عملكردهـا  راتيي ـتغو ها  ژن انيب راتييتغ

 Kanehisa( كنـد  را مشـخص مـي   يكيولـوژ يب يها پاسخ

and Goto, 2000(.    ــي ــايج بررس ــاس، نت ــن اس ــر اي ب
مسـيرهاي   نشـان داد كـه   )3(شـكل   KEGGسازي  غني

(گليسـين،  مرتبط با متابوليسم اسـيدهاي آمينـه    متابوليكي
، متابوليسم گلوتـاتيون  )، سيستئين، متيونينترئونين ،سرين

هاي ثانويه و متابوليسم كـربن   و سولفور، بيوسنتز متابوليت
پاسخ دفاعي گياه كلزا به دنبال  ي كليديرهايمسبه عنوان 

شـناخته   SSRدر برابر بيمـاري   PA23 القاء پاسخ دفاعي
  اند. شده
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القاي به دنبال  S. sclerotiorum يدر پاسخ به آلودگها  ها با ساير ژن كنش آن هاي كليدي و برهم زيرشبكه اي از ژن .2 شكل
هايي با افزايش بيان، سبز:  هاي كليدي، مشكي: ژن (سرخابي: ژن CytoHubba افزونهبا استفاده از  PA23حاصل از  يدفاع سامانه

، ضريب 747/1، طول مسير مشخصه: 042/14 :، ميانگين تعداد همسايگان337 :، تعداد يال48 :هايي با كاهش بيان). (تعداد گره ژن
  )299/0، تراكم شبكه: 623/0خوشه بندي: 

Figure 2. A subnetwork of hub genes and their interactions with other genes in response to S. sclerotiorum 
infection following PA23-induced defense priming using the CytoHubba plugin. (magenta: hub genes, black: 

up-regulated genes, and green: down-regulated genes). Network details: Number of Nodes: 48; Number of 
Edges: 337; Average Number of Neighbors: 14.042; Characteristic Path Length: 1.747; Clustering 

Coefficient: 0.623; Network Density: 0.299. 
  

حاصل از  يدفاع القاي سامانهبه دنبال  S. sclerotiorum يدر پاسخ به آلودگ شده ييشناسا كليدي يها ژن يبند رتبه .1جدول 
PA23  افزونه با استفاده ازدر كلزا CytoHubba 

Table 1. Ranking of identified hub genes in response to S. sclerotiorum infection following PA23-induced 
defense priming in rapeseed using CytoHubba plugin 

  رتبه
Rank 

ژنشناسه 
Gene ID 

بندي الگوريتم رتبه
Ranking Method

  عملكرد ژن، نام ژن
Gene Description and Gene name 

1  BnaC04g26180DDMNC, MCC)GR, ATGR2, Glutathione reductase (EMB2360  
1,2 BnaC03g44420DDMNC, MCCAldolase-type TIM barrel family protein 
1,2 BnaA03g57920DMCC, DMNCAldolase-type TIM barrel family protein 
1,4 BnaC04g56880D DMNC, MCC 3-phosphoshikimate 1- carboxyvinyl transferase 

(Belongs to the EPSP synthase family)  
2BnaA09g20370DMNC, DegreeAPS reductase 1 (APR1, APR, PRH19, ATAPR1) 
3 BnaC02g25850D MNC, Degree Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase of plastid 2

(GAPCP-2) 
3,4 BnaA10g16850DMCC, MNC, Degreetryptophan biosynthesis 1 (TRP1, PAT1) 
3,5 BnaA03g01690D MCC, DMNC Anthranilate synthase alpha subunit 1

(ASA1, TRP5, AMT1, WEI2, JDL1)
5BnaC03g62400D  Degree, MNC  Phosphoserine aminotransferase (PSAT)

5 BnaA10g09090D DMNC tryptophan synthase beta subunit 1
(TSB1, TRPB, TRP2, ATTSB1)
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 بندي شبكه بررسي خوشه

هاي ژني با استفاده از  بندي گروه اطلاعات حاصل از خوشه
آورده  2در جـدول   Cytoclusterافزونه  IPCAالگوريتم 

هـا   بندي نشان داد كه همگـي خوشـه   شده است. اين گروه
در مسيرهاي مربـوط بـه    4تا  1بدست امده در رتبه بندي 

آلانين و تيـروزين،   بيوسنتز اسيدهاي آمينه تريپتوفان، فنيل
ــامين  ، متابوليســم ســرين، گلاســين و B6متابوليســم ويت

بـا ايـن    .ودندترئونين و بيوسنتز اسيدهاي آمينه مشترك ب
و  2و  1هـايي بـا رتبـه     تثبيت كربن فقط در خوشـه  ،حال

متابوليسم سيستئين و متيونين و متابوليسم گوگرد نيـز بـه   
مشـاهده شـدند.    4و  3هايي با رتبـه   ترتيب فقط در خوشه

پوشاني بين مسـيرهاي متـابوليكي شناسـايي شـده در      هم
KEGG يز هاي عملكردي شناسايي شـده در آنـال   و ماژول
بندي تاييد كرد كه اين مسيرها به عنوان مسـيرهاي   خوشه

در برابـر آلـودگي    PA23اصلي حاصل از كنتـرل زيسـتي   
SSR   طـور كـه در    باشـند. همـان   در گياه كلزا مطـرح مـي

قسمت بالا نيز اشاره شد بيوسنتز اسيدهاي آمينه آروماتيك 
ها از طريق مسـير   هاي ثانويه مشتق شده از آن و متابوليت

نقـش مهمـي در پاسـخ بـه      مـات يزكوركيميك اسيد و شي
دسـتكاري ايـن    ،از اين رو .عوامل بيماريزا در گياهان دارند

 يهـا  يماريدر برابر ب اهيتواند به بهبود حفاظت گ يممسير 
  .كندشاياني كمك  گياهي

  

 

  
  يپاسخ به آلودگدر  STRING از استفاده با كليدي يها ژن KEGGو مسيرهاي  Gene Ontology يساز يغن بررسي .3 شكل

S. sclerotiorum  حاصل از  يدفاع القاي سامانهبه دنبال PA23در گياه كلزا  
Figure 3. Gene ontology enrichment and KEGG pathways of hub genes using STRING in response to S. 

sclerotiorum infection following PA23-induced defense priming in rapeseed 
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  هاي كليدي بررسي موتيف پروموتري ژن
هاي حفاظت شده و عناصر تنظيمـي   براي شناسايي موتيف

Cis هاي كليدي شناسايي شده در اين مطالعـه، تـوالي    ژن
ــاز (  ــك كيلوب ــه 1Kbي ــن ژن UTR′5) از ناحي ــا از  اي ه

بازيـابي و بـا    Ensemble Plantسرويس مبتنـي بـر وب   
 -29كليدي با طول   هاي ، موتيفMEMEاستفاده از ابزار 

ها شناسايي شـدند.   جفت باز در ناحيه پروموتري اين ژن15
هاي شناسايي شده  چندين عملكرد بيولوژيكي براي موتيف

 بدسـت آمـد كـه مشخصـات     GOMOبا استفاده از ابـزار  
نشان داده شده است. مسيرهاي  3ها در جدول  تر آن جزئي
رسان وابسته به اكسين به عنوان يكي از عملكردهـاي   پيام

هـاي موجـود در ناحيـه پرومـوتري      ) موتيفMFملكولي (
هاي كليدي شناسايي شده در اين مطالعه معرفـي شـد.    ژن

مشخص شده است كه اكسين در گياه ميزبـان بـه عنـوان    
هاي بيمـاريزايي   رسان ميكروبي، بيان ژن ياميك مولكول پ
كنـد و نقـش مهمـي در تنظـيم      تنظـيم مـي    را در باكتري

هاي دفاعي گياه در طول فراينـد بيمـاريزايي عوامـل     پاسخ
  ).  Djami-Tchatchou et al., 2020ميكروبي دارد (

ــينتاز  ــز يكــي ديگــر از 1فعاليــت ســودويورودين س ني
ناسايي شده در مطالعـه  هاي ش عملكردهاي ملكولي موتيف

اخير است كه اطلاعات چنداني از عملكـرد ايـن آنـزيم در    
گياهان در دست نيست. اخيـرا مشـخص شـده اسـت كـه      

هـاي   برخي از اعضاي اين خانواده ژني در پاسخ بـه تـنش  
شـوند   غير زنده نظيـر خشـكي، شـوري و گرمـا القـاء مـي      

)Dhingra et al., 2023   همچنين نقـش آن در كنتـرل .(
 Nicotiana) در BMVآلودگي ويروس موزائيك برآويز (

benthamiana طريق اتصال آن به رشته مثبت از RNA 
ويروســي و اخــتلال در كپســوله شــدن ويــروس و انتشــار 

  ).Garcia-Ruiz, 2019سيستميك آن تأييد شده است (
، برخـي فاكتورهـاي رونويسـي از    3بر اسـاس جـدول   
 ـDofخانواده انگشت روي ( هـاي   ه پرومـوتري ژن )در ناحي

كليدي شناسايي شدند. در تحقيقات قبلي نقش اين عوامل 
در القاء مقاومت در برابر بيمارگرهاي گياهي تاييد شده بود 

)Sasaki et al., 2015; Yu et al., 2019(.   يكي ديگـر

                                                                             
1. Pseudouridine synthase activity 

هاي هـدف   ژن CREاز فاكتورهاي شناخته شده در ناحيه 
 AP2 تورهـاي باشد. فاك مي AP2/EREBPمورد مطالعه، 

هاي زنـده   نقش مهمي در رشد و نمو گياه و پاسخ به تنش
اي خاموشي ژن كد كننده ايـن   و غير زنده دارند. در مطالعه

فــاكتور رونويســي توســط ويــروس موزائيــك نــواري جــو 
، حساســيت گنــدم  2)(خاموشــي ژن بواســطه ويــروس  

 را افـزايش داد  Puccinia striiformis f. sp. Triticiبه

)Hawku et al., 2021.(    همچنين مشخص شـده اسـت
ــر مســير   AP2/ERFكــه فاكتورهــاي  ــاثير ب از طريــق ت

MAPKــان ژن ــا مســيرهاي   ، تنظــيم بي ــرتبط ب ــاي م ه
هاي ثانويه، در بروز  رسان هورموني و بيوسنتز متابوليت پيام
هاي ايمني در برابر بيمارگرهاي گياهي نقـش دارنـد    پاسخ

)Ma et al., 2024  هـاي ژنـي    ز خـانواده ). يكـي ديگـر ا
در ناحيـه پرومـوتري    CREهـاي   تواليشناخته شده كه با 

هـا   MADS-box هاي كليـدي بـرهم كـنش دارنـد،     ژن
). اين خانواده ژنـي بـه عنـوان مهمتـرين     3هستند (جدول 

عوامل موثر در رشد و نمو گياه، عملكردشان در پاسـخ بـه   
 ,.Li et alهـاي محيطـي نظيـر شـوري، خشـكي (      تنش

) تاييد شده اسـت. بـا   Yan et al., 2021و سرما () 2021
هـا بـه    اين حال اطلاعـات انـدكي در خصـوص پاسـخ آن    

هاي زيستي گزارش شده است. اخيرا نقش يكي از  محرك
در برابـر   Citrus sinensisاعضاي اين خـانواده ژنـي در   

 Yang etهاي بيماريزا تاييد شـده اسـت (   آلودگي باكتري

al., 2024 .(HD-ZIP3 منحصـرا متعلـق بـه سلسـله      كـه
ــاي رونويســي    ــر از فاكتوره ــتند، يكــي ديگ ــان هس گياه
شناسايي شده در اين مطالعه است. اين فاكتورها علاوه بـر  
عملكردشان در فرايندهاي مختلـف سـلولي نظيـر تمـايز،     

ــال آن  ــدها و انتق ــه  تنظــيم بيوســنتز ليپي ــا، در پاســخ ب ه
 ;Chew et al., 2013هاي زيستي نيز نقش دارنـد (  تنش

Wang et al., 2015.( 

  

  

                                                                             
2. Virus-induced gene silencing (VIGS) 
3. Homeodomain leucine zipper 
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 القـاي سـامانه  به دنبال  S. sclerotiorum يدر پاسخ به آلودگ شده انيب كليدي يها ژناي از  زير شبكه يبند خوشه زيآنال. 2جدول 
 CytoClusterدر افزونه  IPCAالگوريتم با استفاده از  كلزا اهيدر گ PA23حاصل از  يدفاع

Table 2. Clustering analysis of subnetwork of expressed hub genes in response to S. sclerotiorum 
infection following PA23-induced defense priming in rapeseed using the IPCA algorithm in the 

CytoCluster Plugin 

 

بندي  رتبه
 كلاستر

Cluster 
Rank 

تعداد 
 ها گره

Nodes 

  ها تعداد حاشيه
Edges 

  عملكرد 
Function 

1  24 506 

 بيوسنتز فنيل آلانين، تيروزين و تريپتوفان
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 

  ، بيوسنتز آمينو اسيدهاB6متابوليسم ويتامين 
Vitamin B6 metabolism, Biosynthesis of amino acids 

 متابوليسم گلاسين، سرين و ترئونين

   
Glycine, serine and threonine metabolism  

 تثبيت كربن

Carbon fixation 

2 22 487 

 بيوسنتز فنيل آلانين، تيروزين و تريپتوفان
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 

  ، بيوسنتز آمينو اسيدهاB6متابوليسم ويتامين 
Vitamin B6 metabolism, Biosynthesis of amino acids 

 متابوليسم گلاسين، سرين و ترئونين

   
Glycine, serine and threonine metabolism  

 تثبيت كربن

Carbon fixation 

3 20 377 

 بيوسنتز فنيل آلانين، تيروزين و تريپتوفان
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 

  ، بيوسنتز آمينو اسيدهاB6متابوليسم ويتامين 
Vitamin B6 metabolism, Biosynthesis of amino acids 

 متابوليسم گلاسين، سرين و ترئونين

Glycine, serine and threonine metabolism 
  متابوليسم سيستئين و متيونين

Cysteine and methionine metabolism 
 

4 20 376  

 بيوسنتز فنيل آلانين، تيروزين و تريپتوفان
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 

  ، بيوسنتز آمينو اسيدهاB6متابوليسم ويتامين 
Vitamin B6 metabolism, Biosynthesis of amino acids 

 متابوليسم گلاسين، سرين و ترئونين

Glycine, serine and threonine metabolism 
 متابوليسم سولفور

Sulfur metabolism 
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 MEME استفاده از ابزار با  هاي ژني قطبشده در پروموتر حفاظت هاي  موتيف .3جدول 

Table 3. Conserved motifs identified in the promoter region of hub genes using MEME tool 
  موتيف

)Motif( 

 فاكتور رونويسي

)Transcription factor(  
 توالي لوگو (عناصر سيس)

)Cis-elements(  
  عملكرد

)Function(  

MA0584.1  SEP1  
(MADS box) 

 

MF transcription factor activity 
CC endomembrane system 

BP regulation of transcription 

MA1214 ATHB-40  
(HD-ZIP) 

 

MF transcription factor activity 
CC endomembrane system 

MA1251.1 RAP2-9  
(ERF/DREB) CC chloroplast 

MA1258.1 DREB2A 
(ERF/DREB)  

CC chloroplast 

MA1267.1 DOF5.8 
(zinc finger-type factors) 

 

MF transcription factor activity 
CC nucleus 

CC plasmamembrane 
BP regulation of transcription 

MA1281.1 DOF5.1 
(zinc finger-type factors)  

MF transcription factor activity 
CC nucleus 

CC plasma membrane 
BP regulation of transcription 

MA1376.1 

 

DEAR3
(AP2/EREBP)  

CC chloroplast 

MA1379.1 SOL1  
(CPP)  

MF transcription factor activity 
CC endomembrane system 

MF pseudouridine synthase activity 
BP auxin mediated signaling pathway 

 

MA1883.1 Hox1
(Homeo domain factors)   

MF transcription factor activity 
CC plasmamembrane 

  
 هاي كليدي هاي ژنmiRNAشناسايي 

miRNA ها به عنوانRNAبـا اتصـال   كدكننده،  هاي غير
 UTR) mRNA ( )Tarver′3غير قابل ترجمهبه مناطق 

et al., 2013(، ــش ــا نق ــكل يه ــدهايدر فرآ يدي  ين
زايي، انتقال پيام و پاسـخ   نظير رشد، اندام متنوع يكيولوژيب

 ,.Achard et al( كننـد  يم ـ ءفـا يا هاي محيطـي  به تنش

2004; Guo et al., 2005; Navarro et al., 2006; 
Liu et al.,. 2009; Jian et al., 2016.( ـعلاوه بر ا   ن،ي

 يدي ـنقش كل هاmiRNAاند كه  مطالعه نشان داده نيچند
كننـد   يم ـ فايا هاي ميكروبي در گياهان پاسخ به آلودگيدر 

)Sullivan and Ganem, 2005; Navarro et al., 

هـايي كـه در    ها با تنظيم بيـان ژن RNAاين ريز .)2006
هاي دفاعي نقش دارند، به تقويت مقاومـت گيـاه در    پاسخ

در كننــد. بــه عنــوان مثــال  برابــر بيمارگرهــا كمــك مــي
Arabidopsis thaliana، miR393  وmiR396 

  tomato (Pst)بـــه يدر پاســـخ دفـــاعترتيـــب  بـــه
Pseudomonas syringae pv   مولـد سيسـت   و نماتـد

 ,.Navarro et al., 2006; Hewezi et al(نقش دارنـد  

بــا تنظــيم  Pst ،miR393 آلــودگيدر پاســخ بــه  ).2012
رساني اكسين و تنظيم مسير گلوكوزينولات در واكنش  پيام
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 ,.Navarro et alگياهان به بيمارگرها مشـاركت دارنـد (  

2006; Robert-Seilaniantz et al., 2011b.( 
ه عوامل ميكروبـي و  دهنده ب هاي پاسخmiRNAشناسايي 

هـاي   تواند در شناخت بيشتر شبكه ها مي هاي هدف آن ژن
كمـك كنـد. بـا ايـن      SSRتنظيمي پاسخ گياه به آلودگي 

حال اطلاعات اندكي در خصوص چگونگي تنظيم مقاومت 
هـا در  RNAدر گيـاه كلـزا بواسـطه ريـز     SSRبه آلودگي 

  ).  Xie et al., 2023( دسترس است
هايي كـه بـا   miRNAبيني  در مطالعه حاضر جهت پيش

كــنش دارنــد، از برنامــه وب محــور  هــاي كليــدي بــرهم ژن
psRNATarget    كـنش ايـن    بـرهم  4استفاده شـد. شـكل

miRNAهاي كليدي شناخته شده در اين مطالعه را  ها با ژن
شناسـايي شـد كـه     miRNA 25دهد. در مجموع  نشان مي

، miR172 ،miR395شـده   متعلق بـه ده خـانواده حفاظـت   
miR6028 ،miR6029 ،miR6032 ،miR6035 ،
miR166 ،miR156 ،miR396  وmiR824  بودند كه بيان

ــاي  ژن ، BnaC02g25850D ،BnaC04g56880Dهــــ
BnaA10g09090D ،BnaC03g62400D ،
BnaC04g26180D ،BnaA03g57920D ،
BnaA03g01690D  وBnaC03g44420D  ــطح را در سـ

). در مطالعـات  4كننـد (شـكل    رونويسي و بعد آن تنظيم مـي 
ــش   ــين، نقـ ــاي miRNAپيشـ ، miR172، miR395هـ

miR166، miR6028  وmiR156     در پاسخ گيـاه كلـزا بـه
هـاي   با استفاده از مطالعه گسترده ژنوم و روش SSRبيماري 
 ;Xie et al., 2023تاييـد شـده بـود (    1يابي توان بـالا  توالي

Jian et al., 2018كــنش  ). بــر اســاس پيشــگويي بــرهم
mRNA/miRNAهاي كليدي شناسـايي شـده،    ، از بين ژن

BnaC04g56880D، كنش را با  بيشترين برهمmiRNA ها
هـاي كليـدي در    ). اين ژن كه يكي از ژن4نشان داد (شكل 

باشـد،   بيوسنتز اسيدهاي آمينه آروماتيك مسير شيكيميات مي
 miR395 a/b/c/d/e/f  ،miR166هـاي miRNAتوسـط  

a/b/c/d/e ،miR156 a/d/e/f ،miR396a  وmiR824 
). همچنين نتايج اين مطالعه 4گيرد (شكل  مورد هدف قرار مي

ــان داد  ــنتز   BnaC02g25850Dنش ــه در بيوس و  GAPك

                                                                             
1. High throughput sequencing 

نقـش دارد،   MAPKي وابسته به دفاع هاي پاسخ يساز فعال
، miR6028هاي خانواده miRNAاي از  بيانش توسط دسته

miR6032  وmiR172 a/d بـر  . )4(شـكل  شـود   تنظيم مي
ــه از      ــد ك ــخص ش ــي مش ــات قبل ــي مطالع ــاس بررس اس

 .Sدر پاسـخ بـه آلـودگي     2هاي با بيان متمايز miRNAبين

sclerotiorum ــان در  miR395 d/e/fو  miR6028، بيـ
 Xieواريته مقاوم نسبت به واريته حساس كلزا كاهش يافت (

et al., 2023      همچنـين در مطالعـه ديگـري ميـزان بيـان .(
miR6028 ،48   ــا  .Sســاعت پــس از تلقــيح گيــاه كلــزا ب

sclerotiorum داري كاهش يافت ( بطور معنيJian et al., 

ها در تنظـيم بيـان   miRNA). با توجه به نقش منفي 2018
هاي هدف در مرحله رونويسي يا بعد آن، كاهش بيان اين  ژن
هاي هدف و تقويـت   تقويت بيان ژن تواند در ها ميRNAريز

در كلـزا نقـش مثبتـي     SSRهاي دفاعي عليه بيمـاري   پاسخ
هـاي   و ژن miRNAكـنش   بيني بـرهم  داشته باشد. در پيش

ــان ژن      ــد بيـ ــخص شـ ــه مشـ ــورد مطالعـ ــدي مـ كليـ
BnaA10g09090D  توســط اعضــاي خــانوادهmiR156 

(a/d/e/f)  ــي ــيم مـــ ــكل   تنظـــ ــود (شـــ  ). ژن4شـــ
BnaA10g09090D ــي ا ــير   ز ژنيك ــدي در مس ــاي كلي ه

تنظـيم بيـان آن بـا     بيوسنتزي اسيدآمينه تريپتوفان است كـه 
هاي ثانويه نظير  توجه به نقش كليدي آن در بيوسنتز متابوليت

IGهاي ميكروبـي   هاي ايمني در برابر آلودگي ها و بروز پاسخ
كــي از بــه عنــوان ي miR156بســيار حــائز اهميــت اســت. 

كـه   شناخته شـده اسـت  گياهان ها در miRNAترين  فراوان
هاي دفاعي عليه عوامـل بيمـاريزاي    نقش آن در تنظيم پاسخ
تأييد شـده اسـت    S. sclerotiorumگياهي مختلف از جمله 

)Jian et al., 2018; Yin et al., 2019; Zhang et al., 

2020; Sun et al., 2022; Xie et al., 2023 .(  
 

  گيري نتيجه
 ههـر سـال   اينيسـاقه اسـكلروت   يدگيپوس ـبا توجه به اينكه 

 يبررس ـ كنـد، لـذا   ميكلزا وارد مزارع  به ينيخسارات سنگ
ــازوكارهاي ــول ســ ــه  يملكــ ــت بــ ــارگرمقاومــ   بيمــ

S. sclerotiorum  توسطPA23 هاي  به توسعه استراتژي

                                                                             
2. Di�erentially expressed miRNAs (DEMs) 



 Sclerotinia sclerotiorum  برابر  در كلزا يدفاع سامانه يالقا در يرونوشت يالگوها يميتنظ و يژن شبكه يساز مدل: پور طاهري و قدومي پاريزي            82

 

جديد براي كنترل بيماري و ايجـاد ارقـام متحمـل كمـك     
 هـاي  ژن هـاي مطالعـه اخيـر نشـان داد كـه      يافته كند. مي

 SSR آلودگيدر طول  PA23كلزا در پاسخ به در  كليدي

 تي ـو فعال يكيمتـابول  يرهايمس ـ يابيدر حفظ و باز عمدتاً
) redox( ياي ـاح /ونيداسياكس تيكنترل وضع ،يفتوسنتز

وابسـته بـه    يدفـاع  هـاي  رسـان  پيـام  يسـاز  فعال ،يسلول
MAPK يهـا  هورمـون  وسـنتز يب ،يسيو القاء شبكه رونو 

در  كي ـآرومات نهيآم يدهايو اس زماتيكور وسنتزيب ،ياهيگ
 ندوليا رينظ يدفاع يها تيمتابول وسنتزيب مات،يكيش ريمس

 وسـنتز يسـولفور و ب  ونيلاسيمياس ميتنظ ها، نولاتيگلوكوز
ــتئيس ــتند.  نيس ــل هس ــيدخي ــتي بررس ــي،   هس شناس

 هـاي ژنـي،   قطببندي  و آناليز خوشهKEGG مسيرهاي
 ـبـه و  اهي ـگ يو دفـاع  يكيمتـابول  يندهايفرآاهميت   ژهي

ي، فعاليت آنزيم گلوتاتيون ردوكتـاز  انرژ ديفتوسنتز و تول
و  ROS اكسـيداني در تنظـيم تركيبـات    و تركيبات آنتي

زدايي سلول، بيوسنتز اسـيدهاي آمينـه آروماتيـك و     سم
هاي دفاعي را در القاي سامانه دفـاعي حاصـل    متابوليت

نتايج تحليـل   .تأييد كرد SSRبرعليه آلودگي  PA23از 
 تنظـيم  )،CREs( پروموتر نشان داد كه عناصر تنظيمـي 

مقاومـت را بـر عهـده     بـا هاي محوري مـرتبط   بيان ژن
هـاي   هـاي مهمـي از ژن  miRNAدارند. علاوه بر اين، 

شدند كه در پاسخ بـه بيمـاري نقـش     شناساييمحوري 
توانــد  هــاي ايــن پــژوهش مــي از ايــن رو يافتــه دارنــد.

ــمندي  ــات ارزش ــي   اطلاع ــلاح ژنتيك ــوص اص در خص
  مقاومـــــــــــــت كلـــــــــــــزا بـــــــــــــه  

S. sclerotiorum نژادگران قرار دهد. در اختيار به    

  

  
القاي به دنبال  S. sclerotiorum يدر پاسخ به آلودگ كليدي يها ژن در تنظيم بيان احتمالي هايmiRNA ينيب شيپ .4 شكل
هاي بنفش  ها و دايرهmiRNAهاي نارنجي  (مثلث psRNATargetكلزا با استفاده از ابزار  اهيدر گ PA23حاصل از  يدفاع سامانه

 دهند). ها را نشان ميmiRNAهاي هدف  ژن
Figure 4. Prediction of potential miRNAs involved in regulating the expression of hub genes in response to 
S. sclerotiorum infection, following PA23-induced defense priming in rapeseed using the psRNATarget tool 

(orange triangles represent miRNAs, and purple circles represent miRNA target genes). 
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  سپاسگزاري
  باشد.  و منابع طبيعي خوزستان ميمصوب دانشگاه علوم كشاورزي  36/1402اين مقاله حاصل طرح پژوهشي به شماره 
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