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22/08/1395، تاريخ پذيرش: 13/06/1395تاريخ دريافت:   

 چكيده
رشد و  كاهش باشد كه باعثهاي قارچي مهم آفتابگردان در ايران مياسكلروتينيا از بيماريبيماري 

جدايه قارچ  6ي به روغن لاين آفتابگردان 100پژوهش حاضر واكنش در شود. مي محصولعملكرد 
 مقاومت به بيماري ني دخيل درژهاي اسكلروتينيا مورد بررسي قرار گرفت و سپس به منظور شناسايي مكان

نتايج نشان داد كه تفاده شد. اس IRAP رتروترنسپوزونيآغازگرهاي  شده توسطتكثير ي ومجايگاه ژن 128از 
مطالعه براي مقاومت به بيماري پوسيدگي اسكلروتينيايي ساقه وجود دارد.  پلاسم موردمدر ژر بالايي تنوع

تجزيه در  .نمودتقسيم ) K=3احتمالي (زيرجمعيت  3به  رامورد مطالعه هاي ، لاينبررسي ساختار جمعيت
) P≤0.01مكان ژنومي پيوسته با مقاومت به بيماري ( 11و  14به ترتيب  MLM و GLM مدل دو باارتباط 

هاي كنترل كننده مقاومت با ژن  LTR 1062و  LTR 1063-65 ،LTR 1064-65شد. نشانگرهايشناسايي 
مشترك به دليل تسهيل گزينش همزمان براي  قارچ عامل بيماري پيوسته بودند. نشانگرهاي به چندين جدايه
آفتابگردان نظير انتخاب به كمك نژادي بههاي توانند در برنامهن جدايه قارچي، ميچندي ايجاد مقاومت به

 ) بخوبي استفاده شوند. MASنشانگر (
 ، تجزيه ارتباط.IRAPآفتابگردان، بيماري قارچي، نشانگر  :ي كليديهاواژه
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 مقدمه
متعلق ) .Helianthus annuus L( آفتابگردان

كه زراعت آن در  باشدمي Compositae به تيره
مصرف آجيلي يي گل، سراسر جهان به دليل زيبا
 & Vollmann( گيردو توليد روغن انجام مي

Rajcan, 2010; Hatami Maleki et al., 2014 .(
ارقام روغني آفتابگردان به دليل درصد روغن بالا 

گيرند براي استحصال روغن مورد استفاده قرار مي
خوراكي در دنيا و چهارمين منبع تأمين روغن 

. جنس )Anonymous, 2010( شوندمحسوب مي
Sclerotinia  متعلق به خانوادهSclerotiniaceae 

)Gulya et al., 1997باشد و سه گونه) مي  
S. sclerotiorum ،S. minor  وS. trifoliorum 

به علت انتشار گسترده، دامنه ميزباني وسيع و 
ترين هشدترين و شناخته خسارت سنگين، مهم

 Saharanروند (هاي اين جنس به شمار ميگونه

& Mehta, 2008وسيع ( ميزباني ). دامنهBoland 

& Hall, 1994بقاء و مقاوم اندام )، توان توليد 

 ,Bardin & Huangخاك ( در قارچ مدت طولاني

2001; Bolton et al., 2006( ژنتيكي نيز تنوع و 
 ,.Davar et alبيماري ( عامل مختلف هايجدايه

 ترينمهم از يكي در زمره را قارچ اين )،2011

اين بيمارگر است.  داده قرار گياهي بيمارگرهاي
در تمامي مراحل رشد آفتابگردان باعث پوسيدگي 

گردد و در شرايط آب يريشه، ساقه، يقه و طبق م
 و هوايي مساعد براي آن، خسارت زيادي 

 ,.Amoozadeh et alكند (به محصول وارد مي

2015; Emamgholi et al., 2015.( قارچ 

Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary  بيش
قرار تأثير را تحت گونه گياهي در جهان  400 از

 ). Rojas, 2014; Sharma et al., 2015دهد (مي
 هاي قارچي مهمروتينيا از بيمارياسكل

باشد كه رشد و عملكرد آفتابگردان در ايران مي
). Ershad, 1995د (دهرا كاهش ميمحصول 

غرب شيوع و توسعه اين بيماري در منطقه شمال
كشور باعث كاهش سطح زيركشت اين محصول 
شده است. وسعت خسارت در بعضي مواقع به 

رسد كه از مزارع تحت كشت، عملاً حدي مي
 ,.Emamgholi et alشود (محصولي برداشت نمي

وش مؤثر براي استفاده از ارقام مقاوم ر ).2015
 Emamgholi( باشدمياسكلروتينيا  كنترل بيماري

et al., 2015 .( تاكنون ارقامي با مقاومت كامل 
در آفتابگردان  پوسيدگي اسكلروتينيايي به بيماري

مختلف اين  هايژنوتيپگزارش نشده است. اما 
از مقاومت در برابر اين  متفاوتيسطوح  محصول،
از اين  ).Hahn, 2002( دهندنشان ميرا بيماري 

 هاي ژني رو، شناسايي ارقام مقاوم و مكان
نژادگران كننده مقاومت به بيماري به بهكنترل 

توليد  براينژادي هاي بهگياهي در پيشبرد برنامه
 ارقام هيبريد مقاوم به بيماري كمك شاياني 

 نمايد.مي
مقاومت به بيماري اسكلروتينيا يك صفت 

و چندژني ) Mestries et al., 1998( ي پيچيدهمك
 Castaño et al., 1993; Gentzbittel etباشد (مي

al., 1998; Bert et al,. 2002, 2004; Fusari et 
al., 2012.( به دليل پيچيدگي صفات كي، م 
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 و هانژادگران گياهي اطلاعات كمي از تعداد ژنبه
ها در تظاهر و توزيع جايگاه كروموزومي آن

 يابي نقشهي دارند. مك صفت كفنوتيپي ي
)هاي ژني كمي مكان P1F

1
PQTL) هايي يكي از روش

است كه در دهه اخير براي مطالعه ژنتيكي صفات 
 ,Lander & Botstein(توسعه يافته است ي مك

و ي مكدر اين روش تفرّق همزمان صفت  ).1989
و عوامل مؤثر نشانگرهاي مولكولي بررسي شده 

شود م شناسايي ميدر كنترل صفت روي ژنو
)Mohan et al., 1997.( توان از نتايج بنابراين، مي

P2Fآن در گزينش به كمك نشانگر (

2
PMAS استفاده (

  ).Collard et al., 2005(نمود 
 صفات كننده كنترل هايجايگاه ابييمكان براي

P3Fپيوستگي ابيينقشهاز دو روش  يمك

3
P ابي ينقشه و

P4Fارتباطي

4
P )پيوستگي تعادل يابي عدمنقشهP5F

5
P (

 ,Breseghello & Sorrells( شوداستفاده مي

 ، تجزيهابي پيوستگييدر مقايسه با نقشه ).2006
داراي مزاياي زيادي از جمله وضوح  ارتباطي
طبيعي و  هايپلاسم، استفاده از ژرمQTLبالاي 

 ;Hall et al., 2010( باشدافزايش پوشش آللي مي

Yu et al., 2006(  ن اجازه نقشههمزما به طورو-

 دهد. بنابراين، ميرا ابي چندين صفت ي
هاي دو والدي نياز به ايجاد جمعيتدر اين روش 

كه خود باعث هزينه اضافي ارزيابي ژنوتيپي و 
به طور گسترده از اين رو . نيستشود، فنوتيپي مي
 ها ايجاد در آنهاي گياهي كه براي گونه

                                                             
1 - Quantitative trait loci (QTL) 
2 - Marker assisted selection (MAS) 
3 - Linkage mapping 
4 - Association mapping (AM) 
5 - Linkage disequilibrium (LD) mapping 

هاي در حال تقرق بزرگ غيرممكن جمعيت
). Dewan et al., 2006شود (، استفاده مياست

كل ژنوم توسط تعداد اين روش در همچنين 
هاي مرتبط با QTL براي شناسايي زيادي نشانگر

گيرد صفات فنوتيپي خاص مورد بررسي قرار مي
)Rafalski, 2002 a,b; Zhu et al., 2008 .( 

نكته حائز اهميت اين است كه ساختار جمعيت، 
ه و فراواني آللي خاص ممكن است اندازه نمون

توانايي اين روش را در شناسايي نشانگرهاي 
مرتبط با صفات تحت تأثير قرار دهد و باعث 

P6Fصفت -ايجاد ارتباطات دروغين نشانگر

6
P  و نتايج

 ). Zhang et al., 2012(مثبت دروغين شود 
به منظور به حداقل رساندن ارتباطات از اين رو 

P7Fجمعيت ابتدا ساختار دروغين،

7
P روابط و 

 ارزيابيخويشاوندي در جمعيت مورد استفاده 
 Yu( گردددر تجزيه ارتباط لحاظ ميشود و مي

& Buckler, 2006; Pritchard et al., 2000.(  در
P8Fساختار جمعيت با روش بيزيناين تكنيك، 

8
P 

-زيرجمعيت و اعضاي جمعيت بهشده ارزيابي 

 ;Falush et al., 2003( شودمي تقسيمهايي 

Pritchard et al., 2000.( 
هاي تاكنون چندين مطالعه براي شناسايي مكان

ژني مقاومت به بيماري در آفتابگردان توسط 
RFLPنشانگرهاي مولكولي  P9F

9
P )Bert et al., 

2002; Mestries et al., 1998 ،(P10F

10
PAFLP )Bert 

et al., 2002; Davar et al., 2010; Rönicke et 

                                                             
6 - False marker- trait associations 
7 - Structure 
8 - Bayesian 
9 - Restriction fragment length polymorphism  
10 - Amplified fragment length polymorphism 
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al., 2005  ،(P11F

1
PSSR )Amoozadeh et al., 2015; 

Darvishzadeh, 2012; Davar et al., 2010; 
Micic et al., 2004; Micic et al., 2005a,b; 

Rönicke et al., 2005; Yue et al., 2008 ( و
P12F

2
PSNP )Amoozadeh et al., 2015; Fusari et 

al., 2012; Talukder et al., 2014(  انجام گرفته
 است. 

مولكولي مبتني بر اخيراً نشانگرهاي 
 اند كه پيدا كرده ها توسعهرتروترنسپوزون

هايي از قبيل ثبات، پراكندگي، ساختار ويژگي
سر هم و تعداد  هاي پشتموتيفحفاظت شده، 
نشانگري  هايها را به عنوان سيستمنسخه بالا، آن

بخصوص براي بررسي تنوع  ،مناسب و كارا
معرفي  ايگونه ژنتيكي و تكاملي درون و بين

 ).Basirnia et al., 2014, 2016( كرده است
هاي رابطه با شناسايي مكان در پژوهشيتاكنون 

با  بيماري اسكلروتينيا در آفتابگردانمرتبط با ژني 
 انجامنشانگرهاي رتروترنسپوزون  استفاده از

  نگرفته است.
هاي در پژوهش حاضر با استفاده از داده

 نشانگرهاي حاصل ازژنتيكي 
P13Fنيتروترنسپوزور

3
PIRAP  فنوتيپي  هايو داده
هاي مختلف آفتابگردان حاصل از واكنش ژنوتيپ

هاي ا، مكانيهاي مختلف قارچ اسكلروتينجدايه به
اسكلروتينيا  بيماريبه  مرتبط با مقاومتژني 

  .شوندشناسايي مي
 

                                                             
1 - Simple sequence repeats  

2 - Single nucleotide polymorphism 
3 - Inter-retrotransposon amplified polymorphism  

 هامواد و روش
از  لاين خالص آفتابگردان روغني 100تعداد 

ان (ايران، فرانسه، امريكا، نقاط مختلف جه
هاي مستطيلي در گلدانمجارستان و صربستان) 

متري در محيط پيت ماس در سانتي 20×60شكل 
 هر تكرار تكرار و 3كاملاً تصادفي با  قالب طرح

 8 گياهچه كشت شدند. گياهان تا مرحله 6 شامل
گراد، درجه سانتي 25±1برگي در شرايط دمايي 

ساعت روشنايي  12د ويو فتوپر 75%رطوبت 
 پرورش يافتند. 

 1هاي مورد مطالعه در جدول مشخصات لاين
ها در مقابل واكنش حساسيت لاين آمده است.

عامل بيماري اسكلروتينيا جدايه قارچ  شش
 شد.  مطالعه

هاي مورد مطالعه از مناطق آلوده استان جدايه
غربي كه كشت آفتابگردان در آنجا آذربايجان

 آوري شدند. شش جدايهجمعمرسوم است، 
قارچي مورد مطالعه از نتايج بررسي قدرت 

 .Sجدايه 15جدايه اسكلروتينيا ( 30زايي بيماري

minor   جدايه 15وS. sclerotiorum روي رقم (
 انتخاب شدند.  "فرخ"
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 .هامورد مطالعه و منشاء آن روغني هاي آفتابگردانلايناسامي  -1جدول 
Table 1- Names of the studied oily sunflower lines and their origin. 

 لاين
Line 

 كشور
Country 

 مركز تحقيقاتي
Research center 

 درصد عضويت در زيرجمعيت
Q value 

Q1 Q2 Q3 
LC1064C France ASGROW 0.01 0.02 0.96 

DM2 USA USDA 0.00 0.00 0.99 
H156A/RHA274 France ASGROW 0.01 0.01 0.97 

NS-R5 France NOVARTIS 0.94 0.01 0.04 
8A*/LC1064C France ASGROW 0.51 0.01 0.47 

HAR4 USA USDA 0.92 0.02 0.05 
SDB1 USA USDA 0.87 0.01 0.11 

AS5305 France ASGROW 0.91 0.07 0.00 
RHA274 USA USDA 0.11 0.06 0.82 
SDR18 USA USDA 0.01 0.02 0.96 
RT931 France RUSTICA 0.98 0.00 0.01 
NS-B5 France NOVARTIS 0.60 0.28 0.10 
SDB3 USA USDA 0.93 0.00 0.06 
803-1 Serbia IFVC 0.03 0.00 0.95 

F1250/03 Hungary - 0.99 0.00 0.00 
HA335B USA USDA 0.99 0.00 0.00 
TMB 51 France INRAMONT 0.96 0.00 0.03 

LP-CSYB France ENSAT 0.00 0.47 0.51 
PM1-3 USA USDA 0.03 0.01 0.96 
SDR19 USA USDA 0.85 0.01 0.14 

RHA265 France ASGROW 0.96 0.02 0.02 
QHP1 - - 0.19 0.04 0.76 
RT948 France RUSTICA 0.97 0.01 0.02 

ENSAT-283 France ENSAT 0.97 0.01 0.02 
HA337B USA USDA 0.99 0.01 0.00 
B454/03 Hungary - 0.87 0.04 0.09 
H100B France ASGROW 0.97 0.01 0.01 
HA304 USA USDA 0.98 0.01 0.01 
AS5304 France ASGROW 0.13 0.15 0.71 
RHA858 USA USDA 0.01 0.43 0.56 
AS5306 France - 0.06 0.03 0.90 
AS3211 France ENSAT 0.87 0.01 0.11 

ENSAT-254 France ENSAT 0.14 0.03 0.82 
ENSAT-270 France ENSAT 0.03 0.00 0.96 

1009329 2(100K) France ENSAT 0.97 0.00 0.02 
1009337 (100K) France ENSAT 0.98 0.01 0.00 
100935 0(100K) France ENSAT 0.97 0.02 0.01 

5DES20QR France BRN 0.95 0.03 0.01 
7CR13=PRH6 France C.F 0.98 0.01 0.01 

SSD580 France ASGROW 0.41 0.56 0.03 
SSD581 France ASGROW 0.01 0.95 0.04 

ENSAT-699 France ENSAT 0.03 0.92 0.04 
9CSA3 France Caussade semences 0.50 0.09 0.40 

H049+FSB France - 0.55 0.08 0.35 
5AS-F1/A2×R2 France ASGROW 0.88 0.09 0.02 

8ASB2 France ASGROW 0.87 0.10 0.03 
12ASB3 France ASGROW 0.95 0.03 0.01 
AS3232 France ENSAT 0.08 0.83 0.08 
15038 Hungary - 0.01 0.93 0.06 
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15031 France ASGROW 0.82 0.17 0.00 
H158A×LC1064C France ASGROW 0.70 0.04 0.24 

H543R/H543R France ASGROW 0.00 0.48 0.51 
H156/H543R France ASGROW 0.75 0.11 0.13 

H543R France - 0.49 0.28 0.22 
H100A/RHA274 France ASGROW 0.10 0.88 0.01 
H205A/83HR4 France ASGROW 0.71 0.25 0.02 
H156A/H543R France ASGROW 0.00 0.92 0.07 
H209A/83HR4 France ASGROW 0.08 0.91 0.00 
H157A/LC1064 France ASGROW 0.54 0.15 0.30 
H100A/LC1064 France ASGROW 0.01 0.97 0.01 
H100A/90R78 France ASGROW 0.22 0.02 0.74 

AF1POPA France NOVARTIS 0.94 0.02 0.03 
OES France INRAMONT 0.99 0.00 0.00 

RHA266 USA USDA 0.98 0.01 0.00 
PAC2 France ENSAT 0.36 0.57 0.06 
AS613 France ASGROW 0.98 0.01 0.00 
11×12 Iran SPII 0.80 0.17 0.02 
H603R France INRAMONT 0.63 0.34 0.01 

NSF1 A4×R5 France NOVARTIS 0.52 0.45 0.01 
4 Iran SPII 0.03 0.95 0.00 

110 Iran SPII 0.01 0.39 0.59 
28 Iran SPII 0.73 0.23 0.03 

703-CHLORINA France ENSAT 0.96 0.00 0.03 
30 Iran SPII 0.96 0.02 0.02 
36 Iran SPII 0.88 0.10 0.01 

NSF1 A5×R5 France NOVARTIS 0.02 0.84 0.13 
1059 Iran SPII 0.13 0.36 0.49 

38 Iran SPII 0.92 0.05 0.02 
346 Iran SPII 0.02 0.96 0.02 

CAY France ENSAT 0.94 0.05 0.01 
A CONTROL 
PLASTIPIC France ENSAT 0.02 0.97 0.00 

SDB2 France INRAMONT 0.79 0.20 0.01 
1009370 1(100K) France ENSAT 0.89 0.06 0.03 
1009370 3(100K) France ENSAT 0.97 0.02 0.01 

H158A/H543R France ASGROW 0.12 0.86 0.02 
H100A France ASGROW 0.02 0.95 0.02 

CSWW2X France Caussade semences 0.12 0.83 0.03 
H209A/H566R France ASGROW 0.08 0.89 0.01 

BF1POPB France NOVARTIS 0.01 0.98 0.00 
AS0-1-POP-A France ENSAT 0.02 0.97 0.01 

AS6305 France ENSAT 0.12 0.87 0.00 
H205A/H543R France ASGROW 0.018 0.972 0.011 
H209A/LC1064 France ASGROW 0.95 0.03 0.01 
H100A/83HR4 France ASGROW 0.22 0.76 0.01 

D34 France INRAMONT - - - 
sf 076 - - - - - 
sf 022 - - - - - 
sf-109 - - - - - 
sf-105 - - - - - 
sf-023 - - - - - 
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 .Sگونهمربوط به  G2 و  A1،M1 جدايه سه

minor   سه جدايهو J2 ،J1 و A37  مربوط به
P14Fتهيه مايه به منظور بودند. S. sclerotiorum گونه

1
P 

 در محيط آگار دكستروز ها جدايه ،قارچ
P15F( يزمينسيب

2
PPDA, 39 gLP

-1
P, pH=6(  كشت

دماي با روز در انكوباتور  5 و به مدتشده 
قرار گرفتند. در تاريكي اد گردرجه سانتي 1±25

متر ميسيليومي با قطر سه ميلي هايديسكسپس 
از حواشي كلني در حال رشد (با عمر سه روز) 

(مطابق با الگوي برگي  8ه بريده شد و در مرحل
ساقه  يقهدر ناحيه طبيعي آلودگي در مزرعه) 

حفظ رطوبت، بر  جهتها قرار گرفتند. گياهچه
) Price and Colhoun )1975اساس روش 

ساقه و ديسك ميسيليومي با پارافيلم بسته  اطراف
-جدايهبا هر يك از  زنيسه روز پس از مايهشد. 

-سانتي 1 هاي قارچ، درصد قسمت نكروزه در

-يادداشتاي به صورت مشاهده ساقه متري پايه

بر اساس مطالعات روز،  3بازه زماني . شد برداري
 ,.Davar et al., 2010; Amoozadeh et al( قبلي

و همچنين بررسي درصد آلودگي رقم  )2015
براي ارزيابي ساختار انتخاب شد.  "فرخ"شاهد 

 و تجزيه ارتباط، مورد مطالعه هاي لاينژنتيكي 
 توسط تكثير شدهي ومجايگاه ژن 128از 

 IRAP )Basirniaرتروترنسپوزوني آغازگرهاي 

et al., 2016 استفاده شد. توالي نشانگرهاي (
 آمده است.  2ورد استفاده در جدول م

 

                                                             
1 - Inoculum 
2 - Potato dextrose agar  

هاي حاصل از هاي توصيفي براي دادهآماره
هاي يك از جدايهها به هر ارزيابي واكنش لاين

 محاسبه شد.  GenStat 12افزار قارچي در نرم
تجزيه مؤثر ، ابتدا يابي ارتباطيمكانبه منظور 

به  هالاينبندي دقيق دسته ساختار جمعيت و
   Bayesianروش باي مناسب هازيرجمعيت

انجام گرفت   Structure 2.3.3 افزاردر نرم
)(Pritchard et al., 2000مقادير اوليه .K 

  10تا  1هاي فرضي اوليه) بين (زيرجمعيت
 در نظر گرفته شد و جهت افزايش دقت براي 

تكرار منظور گرديد.  5ها هر كدام از زيرجمعيت
و  Burn in 100000 سازي يا طول دورهشبيه

MCMCP16Fتعداد تكرار 

3
P 100000  در نظر گرفته

نمايي حاصل شود. تا نمودار حداكثر درست شد
براي هر  Structure افزارلازم به ذكر است كه نرم

ها) يك (تعداد واقعي زيرجمعيت K مقدار
كند كه اين را محاسبه مي Qst ماتريس به نام

ماتريس شامل برآورد ضرايب احتمال عضويت 
ها است. پس از در هر يك از زيرجمعيت لاين هر

ا همان ي K سازي براي تعيين تعداد بهينهشبيه
 ها، از روش اوانو و همكارانتعداد زيرجمعيت

)Evanno et al., 2005( .شناسايي استفاده شد 
  دارنشانگرهاي مرتبط و داراي ارتباط معني

 مورد ارزيابي با مدل خطي عمومي تبا صف
)P17F

4
PGLM (سته به ماتريسواب  Q ماتريس ضرايب)

P18F( ساختار جمعيت) و مدل خطي مخلوط

5
PMLM (

(ماتريس ضرايب ساختار  K+Q وابسته به ماتريس

                                                             
3 - Markov Chain Monte Carlo 
4 - General linear model  
5 - Mixed linear model  



 )1395، پاييز 3، شماره 8(دوره  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

۱۰٤ 
Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

ماتريس روابط خويشاوندي جهت  + جمعيت
  صفت) -رجلوگيري از ارتباط كاذب بين نشانگ

   انجام گرفت.  TASSEL 2.1 افزاربا نرم
 

 نتايج و بحث
 انحراف و ميانگين ر،حداكث حداقل، مقادير

 هايلايندرصد آلودگي  ارزش فنوتيپي معيار
  اسكلروتينيا هاي قارچآفتابگردان به جدايه

نشان داده شده است. طبق اين  3در جدول 
 ها در پاسخ نتايج، حداقل درصد آلودگي لاين

و  67/30هاي قارچي مورد استفاده به جدايه
و درصد بود. كمترين  100حداكثر آلودگي 

بيشترين ميانگين درصد آلودگي به ترتيب در 
  گونهاز  J1و  A37 جدايه قارچيپاسخ به 

S. sclerotiorum  .كدام از  هيچمشاهده شد
 A1و  J1  ،G2قارچي هايبه جدايه هالاين

. اين در حالي است كه نشان ندادند يمقاومت
  گونهاز  A37 جدايه قارچي هاي بيشتري بهلاين

S. Sclerotiorum هاي . لاينمقاومت نشان دادند
H543R/H543R ،1059  8وA*/LC1064C 

 حداقل به دو جدايه قارچي مقاوم بودند. 
پلاسم مژر طبق نتايج حاصل از اين پژوهش،

درصد  نظر از مطالعه آفتابگردان روغني مورد
هاي قارچي مورد استفاده تنوع آلودگي به جدايه

 درصد آلودگيهايي با بالايي نشان داد. لاين
كمترين كه  8A*/LC1064Cپايين همچون لاين 

 دو جدايه قارچيرا در پاسخ به درصد آلودگي 

A37 و M1 اسكلروتينياقارچ مختلف  دو گونهاز 
نژادي اين به هايبرنامه در توانندمي نشان داد،

استفاده  مورد مقاوم ارقام محصول جهت توليد
 قرار گيرند.

يابي ساختار ارز برايدر پژوهش حاضر 
جايگاه  128مورد مطالعه، از جمعيت ژنتيكي 

آغازگرهاي  توسط تكثير شدهي ومژن
 ,.IRAP )Basirnia et al رتروترنسپوزوني

ساختار ژنتيكي جمعيت و . استفاده شد) 2016
هاي مناسب بندي دقيق افراد به زيرجمعيتدسته

  Structureافزاربه روش بيزين و با استفاده از نرم
 با را هاژنوتيپ از هر يك روش اين ام گرفت.انج

فرضي  هايبه زيرجمعيت طوري يك احتمال و
 عدم ميزان هر زيرجمعيت در كند كهمي منتسب

 گامتي و تعادل مرحله حداقل پيوستگي تعادل
 ). Pritchard et al., 2000باشد ( حداكثر

 ا زيرجمعيت احتماليي Kبدين منظور ابتدا تعداد 

ودار دو بعدي آن رسم گرديد. تعداد محاسبه و نم
 ايينمزيرجمعيتي كه در آن حداكثر درست

مشاهده شود، به عنوان تعداد مطلوب زيرجمعيت 
نمودار دو طرفه تعيين  1شود. شكل انتخاب مي

دهد. با توجه به اين نمودار را نشان مي K بهينه
در جمعيت مورد مطالعه اوج منحني  K بهترين

در تخمين  بهينه K عنوانبه كه  )K=3( است
ساختار جمعيت و محاسبه ماتريس عضويت افراد 

.) در نظر گرفته شدQدر هر كلاستر (ماتريس 



 1395و همكاران،  زادهنجف

۱۰٥ 
Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 اسامي و ساختار توالي آغازگرهاي رتروترنسپوزوني مورد استفاده در پژوهش. -2جدول 
Table 2. Names and sequence structure of retrotransposon primers used in the study. 

اندازه باند 
 باز)(جفت

Band length 
(bp) 

 دماي اتصال 
 گراد)(درجه سانتي

Annealing temperature 
(P

0
PC) 

  ('3→'5)توالي 
Sequence (5'→3') 

 IRAPآغازگرهاي 
IRAP primers 

- - AGAGGGGAATGTGGGGGTTTCC LTR 1061  
750-2500 57 TCTCTATTTATAGCCGGAGAGGTG LTR 1062  

- - GATCCGGTTTCACGGGACTTAC LTR 1063  
- - CGAAGAACAAACCGAATCACC LTR 1064  

500-3000 56 AGCCTCTGAAAGACTCGTTCG LTR 1065  
500-3000 60 GGTTTAGGTTCGTAATCCTCCGCG CF 
250-1500 58 ACAGACACCAGTGGCACCAAC CR 
300-2500 58 TAACGGTGTTCTGTTTTGCAGG UF(U81) 

1000-3000 56 AGAGGGGAATGTGGGGGTTTCC UR1(U82) 
 

 در پاسخ پلاسم آفتابگردان روغني مورد مطالعهدرصد آلودگي در ژرمهاي توصيفي آماره -3دول ج

 .هاي قارچ اسكلروتينياجدايهبه 
Table 3- Descriptive statistics of fungal infection percentage of the studied oily sunflower 
germplasm in responses to Sclerotinia fungal isolates. 

جدايه 
 قارچي
Fungal 
isolate 

 گونه 
Species   

  حداقل
 درصد نكروز

Min of necrosis% 

  حداكثر
 درصد نكروز

Max of necrosis% 

  ميانگين
 درصد نكروز

Mean of necrosis% 

 انحراف معيار
STDEV 

J1 S. sclerotiorum 90 100 96.83 2.06 
M1 S. minor 58.33 100 90.79 8.81 
G2 S. minor 64 100 94.23 6.71 
J2 S. sclerotiorum 30.67 100 90.25 10.83 
A1 S. minor 69.33 100 88.51 8.27 
A37 S. sclerotiorum 39.33 100 82.67 14.71 

   Fungal isolate جدايه قارچي         Resistant linesهاي مقاوم لاين                                                 
J1 - 

M1 8A*/LC1064C, ENSAT-699, 1009370 1(100K), H209A/LC1064 
G2 - 

J2 H543R/H543R, 110, 1059, NSF1 A4×R5 
A1 - 

A37 8A*/LC1064C, HAR4, RHA274, RT931, F125/03, H049+FSB, ASB28, H543R/H543R, 
H100A/RHA274, H100A/LC1064, AF1POPA, OES, 1059, H100A/83HR4 

STDEV: Standard deviation 
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 بر اساس )K=3پلاسم آفتابگردان روغني مورد مطالعه (تعداد زيرجمعيت در ژرمبرآورد  -1شكل 

 .Structureافزار در نرم IRAPنشانگرهاي 
Figure 1- Estimation of subpopulation number (K=3) in the studied oily sunflower 
germplasm according to IRAP markers using Structure software. 

 

 
بر اساس نتايج ارائه شده در بارپلات از كل 

 70با احتمال بيشتر از  هاي مورد مطالعهژنوتيپ
  هادرصد ژنوتيپ 44ها، درصد عضويت لاين

 درصد به ساختار دوم 18، (قرمز) به ساختار اول
 26(آبي) و درصد به ساختار سوم  12و  (سبز)

 د داشتندرصد افراد به ساختار مختلط تعلق 

 مورد افراد درصد 74). به طور كلي 2شكل (

 7/0بيشتر و مساوي  عضويت درصد داراي مطالعه
درصد افراد داراي سهم عضويت كمتر از  26و 
هاي مورد باشند. درصد عضويت لاينمي 7/0

هاي شناسايي شده مطالعه در زيرجمعيت
 آمده است. 1) در جدول Q(ماتريس 
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ژني مكان  128پلاسم آفتابگردان روغني مورد مطالعه بر اساس ژرم زيه ساختاربارپلات تج -2شكل 

 را نشان يا كلاستر هر رنگ يك زيرجمعيت . Bayesianمدل  با استفاده از IRAPحاصل از نشانگرهاي 

 باشد.مي كلاستر هر به فرد هر تعلق ضريب و شماره بيانگر ترتيب عمودي به و افقي محور اعداددهد. مي
Figure 2- Bar plot of structure analysis of the studied oily sunflower germplasm 
according to 128 loci of IRAP using Bayesian model. Each color shows one 
subpopulation or cluster. The numbers on horizontal and vertical axes correspond to the 
number and the membership coefficient of each individual, respectively.  

 
 در و انتخاب جمعيت، در نتيجه يك ساختار

  آن جمعيت در اختلاط بالاتر حاصل سطوح
 بين تعادل لينكاژي عدم افزايش به منجر و باشدمي

 & Cardonشود (مي غيرپيوسته نشانگرهاي

Palmer, 2003; Rostok et al., 2006 .( آگاهي
 نياز از ساختار جمعيت به عنوان يك پيش

از  جلوگيري برايتواند اطي ميابي ارتبيدر نقشه
ارتباطات مثبت دروغين بين نشانگرها و صفات 

 ,Pritchard & Donnelly( شودمياستفاده 

در حالت  ،در مطالعات تجزيه ارتباط ).2001
نبايد ساختاري در جمعيت مورد مطالعه  آلايده

 يعني جمعيت نبايد خود . وجود داشته باشد
 .ها تقسيم شودتجمعيبه لحاظ ساختاري به زير
 جمعيت مورد مطالعه  زيرا وجود ساختار در

 در جهت دستيابي  ايتواند عامل بازدارندهمي
كه اثر  در صورتي. به نتايج قابل اعتماد باشد
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خويشاوندي در  عوامل ساختار جمعيت و روابط
تجزيه ارتباط در نظر گرفته نشود، نتايج مثبت 

 & Breseghelloكاذب به وجود خواهد آمد (

Sorrells, 2006.(  تجزيه ساختار جمعيت با 
امكان شكستن كل جمعيت  Structure افزارنرم

هايي با ساختارهاي متفاوت را به زيرجمعيت
به صورت  هالاينسازد و چنانچه فراهم مي

اختلاط يافته باشند، پس از انجام اين تجزيه قابل 
 ).Dadras, 2012تشخيص خواهند بود (

با  پيوسته نشانگرهاي شناسايي منظور به
 هاي قارچ اسكلروتينيا، مقاومت به جدايه

مدل خطي عمومي  بر اساس ارتباطي تجزيه
)GLM) و مدل خطي مخلوط (MLM انجام (

،  GLMارتباطي بر اساس مدل. )4(جدول گرفت 
داري ارتباط معنينشانگر (مكان ژني)  14

)P≤0.01 ( هاي قارچجدايهمقاومت به با 
 روتينيا داشتند. اسكل

 نشانگر پيوسته با  2تعداد 
،  J1هاي كنترل كننده مقاومت جزئي به جدايهژن
هاي كنترل كننده مقاومت نشانگر پيوسته با ژن 2

هاي نشانگر پيوسته با ژن M1، 4جزئي به جدايه 
 ،G2 كنترل كننده مقاومت جزئي به جدايه

ت هاي كنترل كننده مقاومنشانگر پيوسته با ژن 2
هاي نشانگر پيوسته با ژن J2، 3جزئي به جدايه 

 وA1  كنترل كننده مقاومت جزئي به جدايه
هاي كنترل كننده مقاومت نشانگر پيوسته با ژن 1

 شناسايي شدند.  A37جزئي به جدايه 
تا  4/0 شده شناسايي نشانگرهاي مولكولي

توجيه را  صفت واريانس فنوتيپياز درصد  10
ابي ارتباطي با استفاده از يندر مكا نمايند.مي

داري نشانگر ارتباط معني MLM  ،11مدل
)P≤0.01 (هاي قارچ با مقاومت به جدايه

 نشان دادند. اسكلروتينيا 
هاي كنترل نشانگر پيوسته با ژن 1 تعداد

نشانگر  J1  ،2كننده مقاومت جزئي به جدايه
به  هاي كنترل كننده مقاومت جزئيپيوسته با ژن

هاي كنترل نشانگر پيوسته با ژن M1 ، 3جدايه
نشانگر  G2 ، 2كننده مقاومت جزئي به جدايه

به  هاي كنترل كننده مقاومت جزئيپيوسته با ژن
هاي كنترل نشانگر پيوسته با ژن J2، 2 جدايه

نشانگر  1 و A1  كننده مقاومت جزئي به جدايه
به  هاي كنترل كننده مقاومت جزئيپيوسته با ژن

. طبق اين نتايج، شناسايي شدند A37جدايه 
به جزء  4تمامي نشانگرهاي موجود در جدول 

در هر دو  UF 1و   LTR 1063-65 5نشانگرهاي
داري ارتباط معني MLMو  GLMمدل ارتباطي 

نشان قارچ اسكلروتينيا  هايبا مقاومت به جدايه
 دادند.
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 پلاسمژرمدر اسكلروتينيايي ساقه  وسيدگيپ پيوسته با مقاومت به بيماري IRAPنشانگرهاي  -4جدول 

 ).MLMمدل خطي مخلوط ( و) GLMخطي عمومي ( مدل بر اساس روغني مورد مطالعه آفتابگردان
Table 4- IRAP markers associated with resistance to Sclerotinia stem rot disease in  
the studied oily sunflower germplasm according to general linear model (GLM) and 
mixed linear model (MLM). 

خطي مخلوط  مدل   
Mixed linear model (MLM) 

خطي عمومي  مدل  
General linear model (GLM) 

 نشانگر
Marker 

 صفت
Trait P-value F R² P-value 

0.0095 7.0735 0.04 0.006 LTR 1063-65 2  جدايه  J1 
J1 isolate - - 0.07 0.0073 LTR 1063-65 5  

0.0011 11.4684 0.003 0.0011 CF-CR 10 جدايه  M1 
M1 isolate 0.0024 10.0328 0.01 0.0024 LTR 1062 6  

- - 0.004 0.0011 LTR 1063-65 5  
 G2جدايه  

G2 isolate 
0.0016 10.6745 0.005 0.0016 LTR 1061-65 7  
0.0053 8.1602 0.05 0.0053 CR-UR1 5 
0.008 7.5125 0.09 0.0082 LTR 1062 5  

0.0041 8.7418 0.02 0.0042 LTR 1063-65 4   جدايه J2 
J2 isolate 0.006 7.9608 0.07 0.006 LTR 1064-65 4  

0.0051 8.2473 0.01 0.0028 CR 3 جدايه  A1 
A1 isolate 

- - 0.03 0.0049 UF 1 
0.0095 7.0362 0.07 0.0066 CR 9 

0.0088 7.1946 0.10 0.0087 LTR 1064-65 10  
 A37  جدايه

A37 isolate 
 

 
 يابي ارتباطي دو روشبه طور كلي براي مكان

GLM  وMLM است. امروزه روش  پيشنهاد شده
اي براي تجزيه به طور گسترده MLMآماري 

 Ghavami etشود (ارتباط در گياهان استفاده مي

al., 2011.(  
-) در مكانSaeed et al.  )2014ايدر مطالعه

پلاسم پنبه ژرم در شوري به تحمل ارتباطي يابي
باعث  MLMمدل  از گزارش كردند كه استفاده

 شود.صفت مي -كاهش ارتباطات كاذب نشانگر
در ) Yu and Buckler  )2006همچنين

 فنوتيپي شناسايي نشانگرهاي پيوسته با تغييرات
 MLM از مدلذرت در صفات آگروموفولوژيك 

به منظور بهبود نتايج و كاهش نتايج مثبت 
 و بر اساس اظهار محققين دروغين استفاده نمودند

بدست  GLM تري در مقايسه با مدلنتايج دقيق
يابي براي مكان MLMرسد مدل مي آمد. به نظر

 باشد. ارتباطي مدل قابل اطميناني 
طبق نتايج حاصل از پژوهش حاضر، 

  LTR 1063-65 ،LTR 1064-65نشانگرهاي
 هاي كنترل كننده مقاومت ژن با  LTR 1062و
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قارچي عامل بيماري اسكلروتينيا  به چندين جدايه
تواند نشانگرهاي مشترك ميپيوسته بودند. وجود 

ناشي از اثرات پليوتروپي و يا پيوستگي نواحي 
 ,.Jun et al( باشد مقاومتژنومي دخيل در كنترل 

نشانگرهاي مشترك اهميت شناسايي ). 2008
گياهان دارد، زيرا گزينش  نژاديزيادي در به

 سازدميپذير همزمان چند صفت را امكان
)Tuberosa et al., 2002; Hittalmamni et al., 

2003 .( 
هاي تاكنون چندين مطالعه براي شناسايي مكان

 مت به بيماري در آفتابگردان توسطژني مقاو
لف انجام شده مخت نشانگرهاي مولكولي

) سه جايگاه ژني Mestries et al.    )1998است.
را در آفتابگردان با مقاومت به پوسيدگي طبق 

شناسايي كردند كه  RFLPاستفاده از نشانگرهاي 
را  صفت واريانس فنوتيپياز درصد  5/17تا  3/12

   .Bert et alدر پژوهشي ودند.نمميتوجيه 
 گيهاي پيوست) سه جايگاه ژني روي گروه2002(
براي مقاومت به گسترش ميسليومي  13و  8، 6

با استفاده  قارچ اسكلروتينيا روي برگ آفتابگردان
 56شناسايي كردند كه  RFLPاز نشانگرهاي 

-ميتوجيه را  صفت واريانس فنوتيپياز درصد 

هاي هاي ژني با گروه. اين جايگاهودندنم
 Tang et در نقشه ژنتيكي 1و  9، 13 گيپيوست

al.  )2002ند.) مطابقت دار  
استفاده از با ) Micic et al.   )2004همچنين
هفت جايگاه ژني براي مقاومت  SSRنشانگرهاي 

 گيهاي پيوستجزئي به پوسيدگي ساقه روي گروه
 Tang etمرجع از نقشه  16و  15، 8، 6، 4، 3، 2

al.  )2002هاي ژني ) شناسايي كردند. اين جايگاه
را صفت  تنوع فنوتيپياز  رصدد 7/36تا  3/3

 ودند.نمتوجيه مي
با ) Rönicke et al. )2005 در پژوهشي 

پنج جايگاه ژني براي  SSRاستفاده از نشانگرهاي 
ابي كردند كه يمقاومت به پوسيدگي طبق مكان

را  صفت درصد از واريانس فنوتيپي1/17تا  6/10
 Micic et al.   )2005همچنينودند. نمتوجيه مي

a,b ( با استفاده از نشانگرهايSSR  دو جايگاه
 QTL سه و 16و  8 پيوستگي هايژني روي گروه

براي مقاومت جزئي به پوسيدگي ساقه روي 
. شناسايي كردند 17و  10، 4 گيهاي پيوستگروه

با استفاده ) Yue et al.  )2008در پژوهشي ديگر 
براي مقاومت   QTLهفت SSRاز نشانگرهاي 

ي اسكلروتينياي آفتابگردان جزئي به بيمار
درصد از تغييرات  5/34تا  4/8شناسايي كردند كه 

-شدت بيماري را توجيه مي هاي مربوط به داده

  .ودندنم
با استفاده از  )Davar et al.  )2010 همچنين

 براي مقاومت QTL هفت SSRنشانگرهاي 

قه روي به پوسيدگي اسكلروتينيايي سا جزئي
 17و  14، 8، 6، 4، 2، 1هاي پيوسته گروه

  .Fusari et al در پژوهشي ديگر .شناسايي كردند
هاي حاصل از ارتباط بين دادهدر بررسي ) 2012(

قارچ  برابرآفتابگردان در  خالص هايواكنش لاين
 بر اساسو پروفيل مولكولي افراد اسكلروتينيا 
  MLMمدلهاي كانديد با و ژن SNPنشانگرهاي 

 20كه  كردند ) شناساييHaRIC-Bي (كانديد ژن
 هاي فنوتيپي را توجيه تغييرات دادهاز درصد 
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 ود.نممي
در بررسي ) Talukder et al.  )2014 همچنين

هاي حاصل از ارزيابي واكنش ارتباط بين داده
 بيماري مقابل قارچ عاملدر هاي آفتابگردان لاين

با  ي افرادو پروفيل مولكول اسكلروتينيا
هاي كانديد حاصل از و ژن SNPنشانگرهاي 

 GLM 27و   MLMآرابيدوپسيس، با دو مدل
 دار با مقاومت با ارتباط معني SNPنشانگر 

 به بيماري شناسايي كردند. 
و  HaCOI1-1هاي ژن هادر پژوهش آن

HaCOI1-2  درصد تغييرات فنوتيپي را  4/7كه
ومت به نمودند، براي اصلاح مقامي توجيه

پوسيدگي اسكلروتينيايي انتخاب شدند. در 
هاي ارتباطي صفات فنوتيپي لاين تجزيهپژوهشي 

آفتابگردان مورد استفاده در اين تحقيق نيز انجام 
 شده است.

 .Sahranavard Azartamar et alدر پژوهشي 
صفت  12 ) در تجزيه ارتباط براي2015(

 روغني آفتابگردان هايلايندر يك ژاگرومورفولو
بر اساس نشانگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق 

SSR هايو مدلGLM  و MLM  و  9به ترتيب
كه تغييرات قابل  نمودندمكان شناسايي  16

 .دندنمورا توجيه ميفنوتيپي توجهي از صفات 
) به Jannatdoust et al. )2015 در پژوهشي

مهم مورفولوژيك  صفت 9يابي منظور نقشه
توده مختلف آفتابگردان  48ه در مرتبط با دان

تنش ملايم و شديد نرمال، آجيلي تحت شرايط 
ن ومبتني بر رتروترنسپوز آغازگر 12خشكي از 

 نمودند. استفاده 

  GLMمدل  با هاطبق نتايج آن
 MLM 2 ،5مدل  بامكان و  12و  5، 2به ترتيب 

صفات مورد ارزيابي ژني مرتبط با مكان  11و 
 شناسايي شد. 

ابي ارتباطي در ساير گياهان ينقشهك تكني
 Wang et( جو )،Liu, 2011( مانند گندمزراعي 

al., 2012(  ذرتو )Anderson et al., 2007( 
 استفاده شده است. نيز 

 

 ي گيرنتيجه
پلاسم مدر ژر بالايي تنوعنتايج نشان داد 

مطالعه در پاسخ به بيماري  آفتابگردان مورد
هاي . طبق اين نتايج، لايناسكلروتينيا وجود دارد

H543R/H543R ،1059  8وA*/LC1064C  
مقاوم  عامل بيماري اسكلروتينيا به دو جدايه قارچ

  بودند.
به دليل اينكه كمترين  8A*/LC1064Cلاين 

دو جدايه قارچ دو را در پاسخ به درصد آلودگي 
 ، نشان دادگونه مختلف اسكلروتينيا 

 هاي اده در پروژهاز پتانسيل بالايي براي استف
 نژادي برخوردار است. به

مكان  128با بررسي ساختار جمعيت 
 3به  را ها، لاينIRAP رتروترنسپوزوني

 . نمودتقسيم ) K=3احتمالي (زيرجمعيت 
و  MLM ارتباطي با استفاده از مدل تجزيهدر 

GLM  ارتباط با نشانگر  14و  11به ترتيب 
مقاومت جزئي  دردار با مناطق ژنومي درگير معني

 هاي اسكلروتينيا شناسايي شدند.به جدايه
تجزيه كارايي استفاده از روش  حاصل، نتايج
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در شناسايي نشانگرهاي مرتبط با را ارتباطي 
هاي آفتابگردان نشان در لاين مقاومت به بيماري

 . دهديم
طبق نتايج حاصل از اين پژوهش، 

  LTR 1063-65 ،LTR 1064-65نشانگرهاي
 هاي كنترل كننده مقاومت با ژن  LTR 1062و

قارچي عامل بيماري اسكلروتينيا  به چندين جدايه
به  مشترك نشانگرهاي پيوسته بودند. شناسايي

جدايه  چند دليل اينكه گزينش همزمان مقاومت به
 سازد، در پيشبرد مي پذيرامكان قارچي را

 اين محصول اهميت دارد.نژادي بههاي برنامه

 كننده عوامل كنترل پيوسته با ژنومي قمناط

P19Fاعتبارسنجي از مقاومت به بيماري پس

1
P  و 

P20Fدقيق يابينقشه

2
P نژادي به هايبرنامه در توانندمي

توليد  كمك نشانگر و به انتخاب برايدان  آفتابگر
 .ارقام مقاوم به اين بيماري مفيد واقع گردد

 
 سپاسگزاري

 پژوهشكده و  دانشكده كشاورزي از
و بنياد ملي نخبگان  فناوري دانشگاه اروميهتزيس

امكانات  نمودنبه خاطر فراهم رياست جمهوري
و قدرداني ، تشكر پژوهشانجام اين  برايلازم 

از انستيتو تحقيقات آگرونومي تولوز  .گرددمي
فرانسه نيز به خاطر در اختيار قراردادن بذور 

 گردد. هاي آفتابگردان تشكر ميلاين

                                                             
1 - Validation 
2 - Fine mapping 
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Identification of retrotransposon-based (IRAP) loci associated with resistance  
to Sclerotinia stem rot disease (Sclerotinia spp.) in sunflower 
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Abstract 

Sclerotinia disease is important fungal disease of sunflower in Iran that reduces its growth 
and yield. In this study, reactions of 100 oily sunflower lines to 6 fungal isolates of Sclerotinia 
were studied and then 128 retrotransposon-based molecular markers (IRAP) were used to 
identify genes controlling disease resistance. The results showed that there is high diversity in 
the studied germplasm for resistance to the Sclerotinia stem rot. Population structure analysis 
subdivided the studied lines into 3 subpopulations (K=3). Association analysis with general 
and mixed linear models (GLM and MLM) identified 14 and 11 loci, respectively that are 
significantly associated (P≤0.01) with Sclerotinia disease resistant genes. Markers LTR 1063-
65, LTR 1064-65 and LTR 1062 were commonly associated with resistant to some fungal 
isolates. The common markers due to facilitating simultaneous selection for resistance to 
several fungal isolates can be well used in sunflower breeding programs like marker-assisted 
selection (MAS). 
Keywords: Associated analysis, Fungal disease, IRAP marker, Sunflower.  
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