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Introduction: Cucumber mosaic virus (CMV) is one of the most important pathogenic 

cucurbit viruses. Identifying and growing resistant or tolerant varieties is the best method for 

disease control. The present study was conducted to investigate the response of four pumpkin 

varieties to CMV by assessing the expression of genes involved in resistance (PAL, PR2). 

Materials and Methods: Forty samples of pumpkin leaves with suspected disease were 

collected from the farms in northwestern Iran and analyzed using the TAS-ELISA test. To 

study the response of the four pumpkin varieties Asma, Pars, Prof and PS grown in this region, 

a CMV isolate was inoculated into the plants in a greenhouse experiment after its biological 

purification. TAS-ELISA and semi-quantitative (Sq) RT-PCR tests were used to examine the 

virus concentration in pumpkin varieties. The disease severity index was evaluated 30 days 

after inoculation. The expression level of PAL and PR2 genes was also checked by quantitative 

real-time PCR technique. Results: Of the 40 samples, 16 samples were infected with CMV. 

The study of virus titer revealed that the virus concentration and disease severity index were 

higher in Pars and Proof varieties than in PS and Asma varieties. The expression of PAL and 

PR2 genes was increased in all varieties compared to control but was higher in PS cultivar 

followed by Asma. Conclusion: PS and Asma varieties have higher CMV tolerance and their 

wider cultivation is recommended for disease control. 
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 مقاله پژوهشی

  PR2 و PAL های واکنش چهاررقم کدو به ویروس موزاییک خیار با آنالیز بیان ژن

 2روفرشاد رخشنده،  9، سویل نعمت اللهی2دیدهمهسا جهان

، واحد علوم و تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی، علوم کشاورزی و صنایع غذاییدانشکده  پزشکی،گیاهگروه -2

  زیتبر ،ز یواحد تبر یدانشگاه آزاد اسلام ، ،یپزشکاهیگروه گ- 9، تهران 

 62/60/2069پذیرش:        99/60/2069 :دریافت

واکنش چهاررقم کدو به ویروس موزاییک خیار با آنالیز ( 2069رو ف )اللهی س، رخشندهدیده م، نعمتجهان

 . 22-90(: 9)29شیییینییاسییییی گیییییاهییی دانییش بیییییمییاری PR2 . و PAL هییای ژن بیییییان
DOI: https://doi.org/10.2982/PPS.12.2.11 

( یکی از مهمترین ویروسهای بیمارگر کدو (Cucumber mosaic virus, CMV: ویروس موزائیک خیار مقدمه

شناسایی و کشت رقمهای مقاوم یا متحمل بهترین روش مدیریت بیماری است. پژوهش حاضر به منظور  .است

( انجام PAL, PR2با ارزیابی بیان ژنهای دخیل در مقاومت )  CMVبررسی واکنش چهار رقم کدو نسبت به 

آوری غربی ایران جمعهای شمال چهل نمونه برگ کدوی مشکوک به بیماری از مزرعه :هامواد و روشپذیرفت. 

پس از خالصسازی بیولوژیکی برای بررسی    CMVبررسی شدند. یک جدایه  TAS-ELISAو توسط آزمون 

در آزمایشی گلخانه  PSپارس، پروف و  واکنش  چهار رقم کدوی تحت کشت در این منطقه  به اسامی : اسما،

غلظت ویروس  semi quantitative(Sq)-RT-PCRو  TAS-ELISAهای ای به گیاهان مایه زنی شد. با آزمون

روز پس از مایه زنی ارزیابی شد. میزان بیان ژن های  06در رقمهای کدو بررسی و شاخص شدت بیماری تا 

PAL   وPR2  نیز با تکنیکReal time PCR  Quantitative .شانزده نمونه از مجموع هایافته بررسی شد :

تیتر ویروس نشان داد که غلظت ویروس و شاخص شدت بیماری در  بودند. بررسی CMVنمونه آلوده به  06

در همه رقمها نسبت  PR2و  PALاسما بالاتر بود. بیان ژنهای  و PS دو رقم پارس و پروف  نسبت به رقمهای 

و اسما از  PS یها: رقمگیرینتیجه بیشتر بود.  و پس از آن  اسما  PSبه شاهد افزایش داشت ولی در رقم 

 برخوردار هستند و کشت  وسیعتر آنها برای مدیریت مفید است.  CMVالاتری نسبت بهتحمل ب
 CMV ،Sq-RT-PCR  ،TAS-ELISA های کلیدی:واژه

 

 Introduction                                                                                                                       مقدمه 

و از خانواده   Cucumovirusعضو شاخص جنس  (Cucumber mosaic virus= CMV)ویروس موزاییک خیار 

Bromoviridae  ژنوم . ترین ویروس های آلوده کننده گیاهی استمیکی از مهCMV شامل سه قطعهRNA  

زیرژنومی  RNAین پوششی ویروس از ئپروتمی باشد.   زیر ژنومی RNAدو  وتک رشته ای با قطبیت مثبت 

گونه  26توسط بیش از  CMV تولید می شود و نقش عمده ای در بروز علایم و همچنین انتقال ویروس دارد.

دامنه میزبانی مجموع . ((Palukaitis and Garcia- Arenal 2003 استشته از گیاهی به گیاه دیگر قابل انتقال 

ای و تک گونه از پانصد جنس از یکصد خانواده گیاهان دو لپه 2066تاکنون بیش از  های این ویروسجدایه

باشد که به شدت موجب کاهش زا در سبزیجات می های بیماریاز مهمترین ویروس CMVای می باشد. لپه
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  باشدشود و از نظر اقتصادی حائز اهمیت بسیار زیادی میعملکرد و کیفیت محصولات زراعی می

(Gallitelli 2000.)  خسارت بیماری حاصل ازCMV  باشدبسیار زیاد میدر ایران (Arafati et al. 2013, 

Pourrahim et al. 2002, Nematollahi et al. 2012, Sokhandan et al. 2008 .)CMV  علاوه بر مزرعه در

شود. در دهد و باعث آسیب شدید به آنها میگلخانه نیز به گیاهان حمله نموده و آنها را تحت تاثیر قرار می

فرنگی، کدو، شلغم، بادنجان، نخود، سویا، نعنا و بادام : لوبیا، گوجهمانندهای زراعی ایران این ویروس از میزبان

موز و زیتون گزارش شده است مانند  گلایول، ختمی و لیلیوم و درختان میوه مانندزمینی و گیاهان زینتی 

(Abtahi et al. 2021.) CMV را دارد که از زایی  در هر منطقه جغرافیایی نژادهای متفاوت از لحاظ بیماری

به مانند  CMVمدیریت  .(Phan et al. 2014) باشندنظر ژنتیکی و روابط سرولوژیکی از یکدیگر متمایز می

 مواد از ها، استفادهکشحشره از استفاده با ناقل حشره جمعیت از طریق کنترل ویروسی هایسایر بیماری

 حساس انجام به مقاوم گیاهان از مقاومت هایژن مقاوم، انتقال رقمها از ویروس، استفاده عاری از گیاهی

بررسی بیان ژن های مختلف دخیل در مقاومت گیاه در برابر ویروس ها می تواند (. Lin et al. 2003) شودمی

 غربالو یافتن روشهای  مقاوم سازی گیاه در علاوه بر فهم مکانیسم های مقاومت ویروس ها در برابر گیاهان 

مقاومت به بیماری در گیاهان با فعال  (.Abdelkhalek et al. 2019) گیاهان مقاوم به ویروسها نیز بکار رود

 می شدن مجموعه وسیعی از پاسخهای دفاعی همراه است که برای جلوگیری از آلودگی با بیمارگر استفاده

 کهاست  بسیاری های نژ تحریک شامل و به حمله بیمارگرها بسیار پیچیده است واکنش های گیاهان .شود

میزبان، گیاه را وادار به ایجاد  -ل بین بیمارگرمعات .(Jwa et al. 2006) کنندمی کد را متنوعی پروتئینهای

 PAL است. که عمدتاً شامل تغییر در فعالیت آنزیمهای سلول کندبرخی تغییرات در متابولیسم سلول می

سنتز چندین  ترین آنزیم مسیر فنیل پروپانوئیدی است که منجر به بیوسنتز فیتوالکسینها، اولین و کلیدی

در فعالیت متابولیکی بسیاری از گیاهان نقش که ها و لیگنین است  ترکیب ثانویه مرتبط با دفاع، مانند فنول

ین های القا شده توسط میکروبهاست که ئشامل مجموعه پروت  PRینهایئروتپ (.Stotz et al. 2009) رددا

حساسیت در برابر  قین ها در واکنش فوئاین پروت عموما به طور ترکیبی در اغلب آلودگی ها افزایش می یابد.

برهمکنش های  درد. البته نشان داده شده است که شونبیمارگرهای مختلف از جمله ویروس ها تولید می 

ر و نین ترکیباتی در گیاهان مقاوم سریع تچ د و می توان گفت کهونسازگار بیمارگر و میزبان نیز تولید می ش

مختلف در برابر یک  رقمهاحساسیت  انمیز باین ها ئروتپ نییا نبیا سطحدر  فختلاا بیشتر تولید می شوند.

هم در بروز  آنو   PRبا افزایش  PALدیده شده که افزایش بیان  .(Xu et al., 2013)بیمارگر متفاوت است 

می باشند. در آلودگی  PR2به نام  PRین های ئروهی از پروت(. گFitzgerald et al. 2004)ت نقش دارند ممقاو

دیده شده  PR2ح بیان طهای ویروسی و مقاومت های القا شده در چنین گیاهانی افزایش قابل توجهی در س

مقاوم به ویروس  رقمهاتحقیقاتی در مورد  در گذشته(.  Oide et al. 2013, Otulak-Kozieł et al. 2018) است

زمینی با های مقاوم به ویروس در سیبارزیابی و معرفی ژنوتیپ. در این راستا ه استشد در کشور انجام 
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 Arzani and) طالبی و خربزه رقمهامقاومت ارزیابی ، (Peyman et al. 2004)استفاده از آزمون الایزا 

Ahoonmanesh, 2000) ،کدو  رایج رقمهای پاسخ تحقیق حاضر به منظور بررسی(Cucurbita pepo L.)  در

 انجام گردید. از منطقه  CMVآوری شده در برابر جدایه جمعمناطق شمال غرب ایران 

 Materials and Methods                                                                                   هامواد و روش

های ابتدا از برگ، مناسب برای انجام تحقیق، CMVجهت ردیابی منبع آلوده به :  CMVمنبع شناسایی و تهیه 

مشکوک  با علایم نمونه گیاهی 06تعداد  2028در بهار و تابستان سال  CMV آلوده بههای بوتهم دار ئجوان علا

و  آوری شدجمعنمونه(  20نمونه( و بناب ) 29نمونه(، پیرانشهر ) 28از شهرهای مراغه ) CMVبه آلودگی با 

این انجام برای  (.Clark and Adams 1977) مورد سنجش قرار گرفت( TAS-ELISA) الایزاتوسط آزمون 

ای تولید شده در بخش تحقیقات ویروس شناسی دانشگاه شیراز و سرم اولیه چندهمسانهآزمون از آنتی

از استفاده شد.  (Bioreba-Switzerland)ای سرم متصل به آنزیم )کانجوگیت( چند همسانههمچنین آنتی

جهت ادامه تحقیق مورد خالص  و  بعدی پژوهش استفاده شددر مراحل جدا شده از شهر مراغه  CMVجدایه 

مکانیکی گیاه محک تک لکه توتون  زنیبا استفاده از مایه  خالص سازی ویروسسازی زیستی قرار گرفت. 

Nicotiana rustica  توتون از  زنیروز پس از مایه  2برای این منظور تا . انجام شددر مرحله چهار برگی

مولار  2/6پتاسیم بافر فسفات از  برابرمقدار  با با تیغ استریل جداسازی شده و وجود آمدههای موضعی به لکه

کی مکانی زنیدرگلخانه مایه در مرحله دو برگی کدو  چهبر روی گیاهو  پذیرفتانجام گیری عصاره pH 0/2با 

 .ها با دو بار تکرار انجام شدزنیانجام پذیرفت. مایه 

  ی ازمناطق دررایج ی کدومختلف  رقمهادر این پژوهش میزان تحمل : مختلف  یهارقمسازی آلوده

 اسما،  Proof USAagreeseed،  PS (Petoseed italy))) پروفشامل  های آذربایجان غربی و شرقیاستان

(CLAUSE FRANCE)  پارس و(PARS  USAGREESEED)   هب به آلودگینسبت CMV  جدا شده از

 دوک برای این منظور بذور ند.گیاهان شاهد  با بافر مایه زنی شد همچنین قرار گرفت.  بررسیشهر مراغه مورد 

خیز مزرعه،  حاصلاستریل شدند. محتویات گلدان شامل خاک  کشتمتری سانتی 29هایی با قطر گلدان در

تا  06نسبی و رطوبت سلسیوس درجه  06-22در دمای  کهبود  2:2:2ماسه و کود دامی پوسیده به نسبت 

زنی مکانیکی ویروس پس از گذشت شش تا هفت روز بعد . مایهشدندهداری نگ ساعت 29و دوره روشنایی  06

 افرو توسط ب راندوموبا استفاده از پودر کارب های کوتیلدونی کدو()بر روی برگ برگی 9و در مرحله ازکاشت 

منظور از  نبرای ای .( Yang et al. 1992م شد)انجا  0/2pH مولار با  2/6فسفات پتاسیم  عصاره گیری شامل

اره عص لیتر بافراز مراغه به نسبت یک به ده ) یک گرم بافت گیاه در ده میلی جمع آوری شده CMVمنبع 

 .( عصاره گیری شدگیری
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جهت ارزیابی میزان  DSIدر این پژوهش :  (Disease severity index=DSI) یارزیابی شییاخص شییدت بیماریزای

برای محاسیییبه شیییاخص بیماری مایه زنی  محاسیییبه گردید. CMVبه آلودگی  انتخابی کدو یرقمهاتحمل 

 زنیمایه از پس روز 06 تا CMVآلودگی به  علایمگیاهان در شییش تکرار )یک بوته در گلدان( انجام شیید و 

= 2 علایم، بدون =6) علایمبر اسییاس  دهی رتبه رتبه دهی شیید.  روز پس از مایه زنی  (06و  92، 20، 2)

 موزائیک= 0 گیاه، شکل تغییر بدون مشیخص سییسیتمیک موزائیک= 9 خفیف، پیسیک یا خفیف موزائیک

 و %86 بالای نکروز =8 و %86 تا کلی نکروز و مشخص موزائیک= 0 کوتولگی، و برگ تغییرشیکل و مشیخص

. شاخص بیماری یادداشیت برداری قرار گرفتمورد  شیدهگیاهان مایه زنی  گیاه( در مرگ به شیونده منتهی

 و تصادفی کاملاً طرح. آزمایش در قالب محاسبه گردید (Zeng et al. 2007)زنگ و همکاران  براساس فرمول

 ای دانکن استفاده شد.ها از آزمون چند دامنهبرای مقایسه میانگین داده

 و همچنین ظور ارزیابی مقاومت آنها نم بهمختلف  رقمهادر  CMV  تیترجهت ارزیابی : آزمون سرولوژیکی الایزا

 استفاده شد.  TAS-ELISA   از آزمونجمع آوری شده از مزارع  یهای کدودر نمونهویروس ردیابی جهت 

عصاره )یک گرم برگ به ازای یک  سی سی بافر( پس از  26بافت برگ به نسبت یک به رای این منظور از ب

 ,Sanofi)فسفات  ماده پارانیتروفنیل دارای زمینه اضافه نمودن بافر بعد از گیری به چاهک ها افزوده شد.

French) مدل  خوان الایزا دستگاه ها، خوانش بشقابک الایزا توسطچاهک درونELX 800-Biotek  طول در 

ها سه چاهک بصورت سه تکرار لحاظ  از نمونه  امهر کد یبراهر نیم ساعت یکبار انجام شد.  نانومتر 068 موج

 ¯Xها صورت پذیرفت. در این فرمول مقایسه میزان جذب نمونه n = X¯+ 3SDبا استفاده از فرمول . شدند

بود معادل آلوده  nتر یا برابر عدد  هایی که بزرگهای سالم و غیرآلوده بوده و جذب نمونهمیانگین جذب نمونه

 تکرار 0 در CMVشده با  زنیکدوی مایه  رقمها ویروس در تیتر. (Converse et al. 1990) در نظر گرفته شد

 روز پس از مایه زنی برداشت شد.  06برگ های میانی با موقعیت یکسان  مورد سنجش قرار گرفت.جداگانه 

 ای دانکن استفاده شد. ها از آزمون چند دامنهدادهمقایسه میانگین برای و  تصادفی کاملاً طرح در قالب آزمایش

 یرتکثبررسی میزان تایید آلودگی نمونه های مثبت در الایزا و نیز  برای :  cDNAو ساخت   RNAاستخراج 

نیمه  RT-PCRاز آزمون  CMVشده با  زنی مایه یکدو رقمهاپروتئین پوششی ویروس موزائیک خیار در ژن 

از نمونه های برگی با استفاده   RNA اجستخرا  real- time PCR با PR2و PALو نیز بررسی بیان ژنهای  کمی

بر اساس دستور العمل شرکت سازنده کیت انجام شد.  RNA  ( RNX-plus CinnaGen)استخراج  لمحلو از

RNA های استخراج شده با آنزیم(Fermentas) DNaseI   جهت حذف آلودگیDNA  کمیت  .گردیدندتیمار

برای ساخت سینجی و الکتروفیورز در ژل آگارز تعیین گردید.  استخراج شده با دستگاه طییف RNA و کیفیت

cDNA  یک میکروگرم از هر نمونهRNA در واکنش نسخه برداری معکوس با استفاده از آغازگر Olio(dT) 

نوکلئوتییدها، آنیزیم بازدارنیده ریبونوکلئیاز و آنیزیم بیافر آنیزیم، مخلیوط  ، DEPC آب تیمیار شیده بیا ، 18

روش پیشنهادی شرکت به   M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas) معکوسبیردار  رونوشیت
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 تیجفو  Actin با جفت آغازگر  PCRآزمون   ه،شد سنتز یهاcDNA  تایید رمنظو   به .فرمنتاز استفاده شد

   .درصد  انجام شد 2.9مشاهده قطعات در ژل آگارز . دیش ماینجژن ا گرزایغآ

پروتئین پوششی ویروس موزائیک ژن  تکثیربررسی میزان برای :  Semi-quantitative RT-PCRزمون آ

مارون و همکاران  مطابق روش  کمینیمه RT-PCRاز آزمون  CMVشده با  زنی مایه یکدو رقمهاخیار در 

(Marone et al. 2001) از  ربرای این منظو .استفاده شدRNA   گیساعت پس از آلود 29برداشت شده در 

گیاه 18S  ویروس  و ژن  CPمولتی پلکس برای تکثیر ژن به صورت  مرازیپل یارهیزنج ش واکناستفاده شد. 

)مشخصات آغازگرها در   8pmol/ μl میکرولیتر از هر آغازگر  6.98به عنوان کنترل داخلی استفاده شد.  کدو

بود و  سلسیوس درجه 86مای اتصال د میکرولیتر استفاده شد. 29.8آمده است( در حجم نهایی  2جدول 

درصد  2.9ورده در ژل آگارز آمتوقف و شش میکرولیتر از فر 06و98، 96 ،28ی هادر چرخه   PCRواکنش 

ه برای تایید آلودگی نمونه های مثبت در الایزا ب CPبا آغازگرهای نیز به روش معمول  PCR .الکتروفورز شد

جفت باز در  226در حدود  ای به اندازه انجام شد و قطعه (Nematollahi et al. 2012)روش شرح داده شده 

 درصد مشاهده شد.  2.9ژل آگارز 

 ریعیس یایکنشهدرک وا ومزیل هیب هیتوجبا : روش سنجش کمی در زمان واقعی  PAL , PR2 آنالیز بیان ژن 

  ساعت29و  02 ،90 ،)شاهد(فر یص  انییمز زهایبدر سی ویرو گیدویلآ هیب خیپاسدر  مختلف رقمهادر  هیلیاو

 80-د قرار گرفته و به فریزر عمای وژنرینیتدر  لهیبلافاصگیاهان جمع آوری شد و  از برگبعد از آلوده سازی 

 درزنی شده  مایه و شاهد گیاهان در مطالعه مورد های نژ بیان سطح بررسی .منتقل شددرجه سلسیوس 

 Time PCR StepOnePlus Real-  (Appliedو با دستگاه  QPCRتکنیک  از استفاده با مختلف های زمان

biosystems)  انجام شد. از شناسگرSYBER green   میکرولیتر استفاده شد. از آغازگر  28در حجم نهایی

مخلوط واکنش شامل (. 2)جدول  ها استفاده شد ح بیان ژنطنرل داخلی برای مقایسه ستاکتین به عنوان ک

 µlمیکرولیتر از هر پرایمر ) Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) ، 8/6میکرولیتر 8/2

pmol/ (10 ، 9  میکرویترcDNA  ،8/0 بودمیکرولیتر  28در حجم نهایی مقطر دو بار تقطیر تر آب میکرولی .

 20دقیقه و سپس واسرشت سازی  26به مدت سلسیوس درجه  20خه دمایی به صورت واسرشت اولیه چر

توصیه شده شرکت ل دقیقه ای )طبق دستورالعم 06تصال و گسترش اثانیه  و سپس  28 سلسیوسدرجه 

کاملا تصادفی با سه  مایشآز دهستفاا ردمو حطر و بار تکرار شد.دمرتبه تکرار انجام شد. واکنش  06نده( با زسا

ترسیم نمودارها با نرم افزار  .(Yuan et al., 2006) انجام شد یوان و همکاران آنالیز نتایج با فرمول تکرار بود.

Microsoft excel   و تحلیل دادهها باSPSS statistics 22 .انجام گرفت 
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 این پژوهش.مشخصات آغازگرهای استفاده شده در  -2 لجدو
 Table 1- Specifications of primers used in this research. 

Reference 
Amplicon 

size (bp) 
Nucleotide sequence (5-3) 

Primer 

Name 

 

(Rizos et al., 1992) 

 

(Rakhshandehroo et al., 

2009) 

876 5-GCCGTAAGCTGGATGGAC-3 CMV-CPf 

876 5'-GCTTCTCCGCGAG-3' CMV-CPr 

500 5-AACGGCTACCACATCCAAG-3 18s1 

500 5-TCATTACTCCGATCCCGAA-3 18s2 

(Heydarnejhad et al., 

2015) 

168 F: 5'-CCGATGCGAGTTGTAACAGA -3' R: 5'-

TGGTCAGAGACGACAGATCG -3 

PAL 

(Heydarnejhad et al., 

2015) 

200 F: 5'-

AAGATTGTTCTGAGAAGAGATCGATCGA-3' 

R: 5'-

GCTACGCGAAAATAGGTCTGGTAAACTT-3 

PR2 

(Heydarnejhad et al., 

2015) 

143 F: 5' -GAGTATGATGAGTCGGGTCCAG -3' R: 

5'-ACACCAACAATCCCAAACAGAG -3 

Actin 

    

 

 Results                                                                                                               هایافته

 شناسایی ویروس موزائیک خیار

ی که یهاتایید شد. تمامی نمونه RT-PCRو همچنین  TAS-ELISAها با استفاده از در نمونه CMVآلودگی 

با آغازگر اختصاصی نیز  RT-PCRدر نشان داده بودند مثبت در الایزا واکنش  CMVبا آنتی سرم اختصاصی 

 22. در مجموع تعداد جفت باز برای آنها تکثیر گردید 226اندازه حدود ه واکنش داده و باند مورد انتظار ب

نمونه  8نمونه جمع شده(، مراغه ) 29از لوده آنمونه  2نمونه کدو به ترتیب در شهرهای پیرانشهر)  06نمونه از 

  آلوده بودند. CMVنمونه جمع شده( به  20از آلوده نمونه  0نمونه جمع شده( و بناب ) 28از آلوده 

 
ای در مزرعهپروف  رقمهای کدو موزاییک در برگ (A) در مزرعه. پروفرقم های کدو در نمونه CMVعلایم آلودگی به  -2شکل 

  پیرانشهر ؛های کدو در مزرعه ای در تاولی شدن، زردی میوه و بدشکلی در برگ (B) در مراغه

Figure 1. Symptoms of CMV infection in samples of Proof varieties in the field. A.  Mosaic 

symptoms on leaves of Proof varieties in the field of maragheh . B. blistering and yellowing 

of cucurbits fruit. 
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 CMVانتخابی کدو به آلودگی  یرقمهاارزیابی میزان تحمل 

های کدوی مورد ارزیابی با استفاده از در نمونه CMV پروتئین تیتر: با استفاده از الایزا CMVسنجش تیتر 

، تیتر ویروس زنیپس از مایه روز  06تا  پروف رقممورد سنجش قرار گرفت. نتایج نشان داد  ELISAآزمون 

خوردار بر رقمها ین میزان در خود داشیته است و از بیشترین حساسیت به آن در مقایسه با سایرشیتررا به بی

 رقمهابرابر در مقایسه با  سیهتا  اسیماو  PS رقمهادر  CMVیتر ت(. همچنین مشیخص شید 9اسیت )شیکل 

برخوردار  CMVبیشییترین میزان تحمل به آلودگی از رقمهاا این ذلکاهش داشییته اسییت و  پروف حسییاس 

 (. 9اند )شکل بوده

 

 
کدوی رایج در استان های آذربایجان  رقمهادر  CMV پروتئین جهت سنجش میزان تیتر ELISAاصل از حنتایج  -9شیکل 

مقدار خطای استاندارد برآورد شده هر تیمار با خطوط  درصد دارند. 2در سطح  نامشابه اختلاف معنی دارحروف  غربی و شرقی.

 عمودی روی هر ستون نشان داداه شده است.
Figure 2. The results of ELISA to measure protein titer in common zucchini varieties in East 

and west Azarbaijan provinces. Dissimilar letters have a significant difference at the 2% level. 

The estimated standard error value of each treatment is indicated by vertical lines on each 

column. 

 

 کمینیمه RT-PCRبا استفاده از  CMVهای ژنی ارزیابی میزان نسخه

 نیز ی پلیمراز نیمه کمیا( از واکنش زنجیرهپارس،اسما،PS، پروفکدو ) رقمهامیزان تحمل به منظور مقایسه 

تکثیر ژن  ها استفاده شد. ( نمونهمیکروگرم 2) RNAسازی واکنش از میزان یکسان جهت نرمال. شداستفاده 

CMV-CP (. نتایج این آزمون بیانگر 0انجام پذیرفت )شکل  پارسو پروف  رقمهاهای مربوط به فقط در نمونه

تایج حاصل از نراستا با  به مانند شاهد سالم بود که این نتیجه هم PSو  اسما رقمهادر  CMVعدم تکثیر 

نیمه کمی برای ارزیابی سطح آلودگی   RT-PCRو   ELISAدر مجموع نتایج آزمون های  آزمون الایزا بود.

CMV  مورد بررسی بیانگر کاهش رونویسی و ترجمه پروتئین های  رقمهادرCMV  رقمهادر PS  .و اسما بود

 (. 0و  9پارس و پروف بالا بود )اشکال  رقمهادر حالیکه در همین مدت زمان تیتر ویروس در 
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اعداد بیانگر تعداد چرخه های .( Semi-quantitative RT-PCR)  کمی نیمه پی سی آرنتایج حاصیل از آزمون  -0شیکل 

: نمونه شییاهد که در آن به جای N(؛ Fermentas, Germany) 100bp: مارکر وزن مولکولی Mپی سییی آر می باشییند. 

cDNA  از آب مقطر درPCR  .اسیتفاده شیده اسیتHealthy نمونه شیاهد سالم که از آر.ان.ای آن جهت ساخت :cDNA 

 استفاده شد. RT-PCRبرای 
Figure 3. The results of the Semi-quantitative RT-PCR test.The numbers indicate the number 

of PCR cycles. M:100 bp Molecular weight marker (Fermentas, Germany). N: Control sample 

in which distilled water was used instead of cDNA in PCR. Healthy: A healthy control sample 

whose RNA was used to make cDNA for RT-PCR. 
 

 کدو  یرقمهادر  DSIارزیابی شاخص شدت بیماری 

روز پس از  06تا  2کدو نشان داد از زمان  رقمهادر گیاهچه های  CMVزایی  یرنتایج بررسی شاخص بیما

 رقمهادر مقایسه با  اسماو  PSمتحمل  رقمهازایی ویروس به میزان دو برابر در  مایه زنی، شاخص بیماری

 زایی شاخص بیماریکمترین تغییر در (. 0شکل پیدا کرده است ) ر کمیمعنی دا تغییر پارسو پروف حساس 

بروز علایم آلودگی به  بود. پروف  از نظر بروز علایم رقم رقمترین  حساسمشاهده شد و  PS مقاوم رقمدر 

CMV  راستا با  کدوی مورد آزمون معیار این سنجش بود. این نتایج هم رقمهادر  زنیروز پس از مایه  06تا

 (.8بود )شکل مورد آزمون  رقمهابرای نیمه کمی  RT-PCRو  ELISAنتایج حاصل از آزمون های 

 

 
در  . حروف نامشییابه اختلاف معنی دارCMVبا  زنیروز پس از مایه  06کدو تا  رقمهابرای  DSIارزیابی شییاخص  -0شییکل 

 درصد دارند. مقدار خطای استاندارد برآورد شده هر تیمار با خطوط عمودی روی هر ستون نشان داده شده است.  2سطح 

Figure 4. The results of evaluating the DSI index for zucchini varieties up to 30 days after 

inoculation with CMV. Dissimilar letters have a significant difference at the 2% level. The 

estimated standard error value of each treatment is indicated by vertical lines on each column. 
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موزاییک   (A). زنیروز پس از مایه  20کدوی مورد آزمون  نمونه هایدر  CMVمکانیکی  زنیعلایم حاصل از مایه  -8شکل 

 پارسبدشکلی در گیاهچه کدو رقم موزاییک شیدید و  (C) اسیماموزاییک خفیف در برگ رقم    PS (B)خفیف در برگ رقم 

(D)  پروفنکروز سیستمیک و پژمردگی در برگ رقم 

Figure 5. Symptoms from mechanical inoculation of CMV in tested zucchini samples up to 14 

days after inoculation. (A) mild mosaic in PS variety leaf (B) Mild mosaic in Asma variate leaf 

(C) Sever mosaic and seedlings deformation of Pars variate (D) Systemic necrosis and leaf 

wilting of Proof variate 
   

روز شاخص  06در رقم پروف بعد از می شود نتایج مربوط به شاخص شدت بیماری مشخص با در نظر گرفتن  

از لحاظ شاخص بیماری به ترتیب  PSو   اسما رقمها پس از آن دیگر بالاتر بود رقم پارس و  رقمهابیماری از 

در این رقم ها باشد  CMVدر مراتب پایین تری قرار داشتند که می تواند موید مهار بیماری حاصل از آلودگی 

اسما تحمل نسبی بالایی به ویروس  و   PSشود رقم  . با در کنار هم قرار دادن مجموع نتایج نتیجه گیری می

 نیز به ویروس حساس تر می باشند. داشته است. رقم پارس و سپس پروف

 

 PR2 , PALنتایج ارزیابی بیان ژنهای 

ن هر دو یابا استفاده از روش سنجش کمی در زمان واقعی نشان داد که ب  PR2و   PALنالیز بیان ژن های آ

سی افزایش یافته است. در مورد وپس از آلودگی ویراشته و بیان آنها دمختلف تفاوت معنی داری  رقمهادر  نژ

ساعت  20شد. در ی در بیان ژن مشاهده دساعت پس از تلقیح سیر صعو 20تا  رقمهادر همه   PALبیان ژن 

   اسما در همین زمان در رقم  افزایش دیده شد. دنسبت به شاه درصد 98 حدود PSدر رقم پس از الودگی 

درصد  26کمتر از ین میزان بیان او پارس در رقم پروف  داشت.افزایش بیان نسبت به شاهد وجود  درصد  96

 PSدر ر رقم بیشترین میزان بیان  .نیز روند مشابهی وجود داشت PR2در مورد ژن . (0شکل ( افزایش داشت

  .دیده شد  اسماو پس از آن به ترتیب در رقم 
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حروف یکسان . مختلف های  نمازخیار در  ییکزامو وسیرو به دهلوآ یمختلف کدو رقمهادر  PALژن  نبیاات رتغیی -0شکل 

. مقدار خطای اسییتاندارد برآورد شییده هر تیمار با اسییت %2دار با اسییتفاده از آزمون دانکن در سییطح  معنی افبیانگر عدم اختال

 خطوط عمودی روی هر ستون نشان داداه شده است. 

Figure 6- Changes of gene expression of PAL in cucurbit variates infected by Cucumber 

mosaic virus in a time courses assay. Identical letters indicate no significant difference using 

Duncan's test at the 1% level. The estimated standard error value of each treatment is indicated 

by vertical lines on each column. 

 

. حروف یکسییان مختلفن های  ماخیار در زییک زامووس یروبه ده لومختلف کدو آ رقمهادر  PR2ن ژن بیارات تغیی -2ل شییک

اسییت. مقدار خطای اسییتاندارد برآورد شییده هر تیمار با  %2دار با اسییتفاده از آزمون دانکن در سییطح  ف معنیلابیانگر عدم اخت

 خطوط عمودی روی هر ستون نشان داداه شده است. 
Figure 7- Changes of gene expression of PR2 in cucurbit varieties infected by Cucumber 

mosaic virus in a time courses assay. Identical letters indicate no significant difference using 

Duncan's test at the 1% level. The estimated standard error value of each treatment is indicated 

by vertical lines on each column. 
 

 Discussion                                                                                                             بحث

ویروس موزاییک خیار یکی از شایع ترین و مهمترین ویروس های گیاهی در بسیاری از گونه های گیاهی از 

یران هم از جدایه های متنوعی برخوردار است . این ویروس در مزارع مختلف جمله کدوئیان می باشد که در ا

(. Nematollahi et al. 2016واقع در مناطق شمال غرب ایران در کدوئیان از پراکندگی بالایی برخوردار است)

 مهارقمقیاوم میباشد. در تولید  رقمهابیه کیارگیری  سیبیماری های ویرو از جملیه راههیای مؤثر برای کنترل
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ها به طور جداگانه ارزییابی و سپس براساس مناطق  را به هر یک از ویروس رقمهالعمیل س امقاوم باید عکی

می تواند  رقمهاهای دخیل در مقاومت  بررسی ژن .مقاوم بیه آن ویروس را معرفی کرد رقمهاشیوع هر ویروس 

مقاوم بسیار کار ساز باشد. با اینکه ویروس موزاییک خیار از مناطق مختلف  رقمهاو بکار گیری  در مسیر انتخاب

صورت نگرفته است.  در تحقیق حاضر حضور  رقمهاایران گزارش شده است تحقیقات زیادی در مورد مقاومت 

ن مشاهده شد. نتایج ل غرب ایراماویروس در نمونه های کدو از اکثر مزارع نمونه برداری شده از مناطق ش

 (.et al. 2008 Sokhandanگر حضور ویروس در مزارع مختلف شمال غرب می باشد ) تحقیقات قبلی بیان

مورد بررسی  رقمهادر  CMVنیمه کمی برای ارزیابی سطح آلودگی   RT-PCRو   ELISAنتایج آزمون های 

. در همین مدت زمان تیتر دو  اسما بو PS رقمهادر  CMVن های ئیپروتگر کاهش رونویسی و ترجمه  بیان

(. همچنین نتایج مربوط به شاخص شدت بیماری 0و  9پارس و پروف بالا بود )اشکال  رقمهاویروس در گیاه در 

 مهارقرقم پارس و  و  .دیگر بالاتر بود رقمهاروز شاخص بیماری از  06در رقم پروف بعد از  کرد کهنیز مشخص 

ب پایین تری قرار داشتند که می تواند موید مهار بیماری تاز لحاظ شاخص بیماری به ترتیب در مرا PSو   اسما

شود رقم  در این رقم ها باشد. با در کنار هم قرار دادن مجموع نتایج نتیجه گیری می CMVحاصل از آلودگی 

PS    اسما تحمل نسبی بالایی به ویروس داشته است. رقم پارس و سپس پروف نیز به ویروس حساس تر  و

مقاوم و حساس به ویروس ها استفاده  رقمهامی باشند. معمولا از الایزا و بررسی علایم برای سنجش و غربال 

 PVXو  PVYویروس   برسیب زمینی در برا  ( با الایزا ژنوتیپ های مقاوم2020می شود. پیمان و همکاران )

. در یک بررسی پژوهشگران ژن های مختلف غالب و مغلوب را در Peyman et al. 2004)) کردندمعرفی را 

با بررسی واکنش (. Li et al. 2020بوده اند ) CMVفلفل شناسایی نموده اند که مسئول مقاومت به  رقمهاانواع 

مزرعه  طیدر شرا CMVدربرابر2-فهیلط وی تاشکندی خوراسگان کوم،یگالی طالبی ها رقم CMVدر برابر  رقمها

 حملمت فهیو لط انیآرد خربزهی ها ورقم رازیشهد ش لنجان، لیقب ازی طالبی دیگر ها رقم مقاوم، زگلخانهیون

(. در تحقیقی که به تازگی انجام Arzani and Ahoonmanesh 2000)اند دهش گزارش رانیدر ا مقاوم نسبتا ای

ی ناباین محققین بر م .مورد بررسی قرار گرفت  خیار موزاییک به ویروس کدوییان واکنش چهل ژنوتیپشد 

 CMVکدوئیان مورد بررسی از نظر پاسخ به آلودگی  رقمهاو ارزیابی شاخص شدت بیماری،  ELISAآزمون 

مختلفی از کدوی  رقمهاکلاس: کاملا مقاوم، مقاوم، نسبتا مقاوم، کاملا حساس و حساس قرار دادند و  8در 

ولکولی رسی ژن های دخیل در مقاومت علاوه بر فهم مبر (.Chahook et al. 2021)ه نمودند ئمقاوم را ارا

 و سحسا ،متحمل نگیاها صلیا تفاوت  رود.مقاوم و حساس بکار  رقمهامکانیسم مقاومت می تواند در غربال 

  اعییفد  یایه مکانیسم مؤثرو  سریع زیسالفعاو توسط میزبان  گرربیما موقع به شناسایی منوط به  وممقا

 پاسخدر  که ستا نگیاهادر  تیمومقا ایب رتبطیم یایهژن  هیبطرا هیب تهیبسوا مسیرها ینا متما. تیسا  هایگی

 تجزیه ینابنابر  نتیجه بیان آنها افزایش یا کاهش می یابد.و  در دنویش ییم  شامویخ اییفعال   گرربیما به

-Cueto)باشد مناسب  یکدیگراز  سایحسو  لیمتحم وم،ایمق مایقار کیتفکی در دیناتو میوی بیان ژن ها لگا

Ginzo et al. 2016 .)  بررسی بیان ژن PAL  در این تحقیق نشان داد که بیان این ژن از ساعات اولیه تلقیح

درصدی  26ساعت پس ازآلودگی تغییر  20پارس و پروف تا  رقمهاافزایش یافت. در  رقمهاویروس در همه 

در حدود بیش از   واسما  PSنسبت به قبل از تلقیح با ویروس دیده شد. در حالیکه  بیان این ژن در دو رقم 

آنزیمی کلیدی در متابولیسم فنل )  PAL)قبلی افزایش بیان داشت. فنیل آلانین آمونیالیاز رقمهادوبرابر 
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 است. می توان گفت این مرحله یک واکنش بیوشیمیایی کلیدی در دفاع گیاهی به شمار می آید. پروپانویید 

 کاتالیز را اسید سینامیک-ترانس به آلانین فینیل-ال تبدیلو   شدن آمینی دی فرایند آمونیالیاز آلانین فنیل

 و لیگنین،  فنولی مواد سازهای پیش که باشد می پروپانوئید فنیل مسیر مرحله اولین،  تبدیل این. کند می

 PALژن mRNA افزایش مقدار  شده مشخص (.Vidhyasekaran 2002)کند  می فراهم را ها فیتوآلکسین

اسید  سالیسیلیک سنتز برای که آمونیالیاز آلانین فنیل نژ فعالیت عدم. باشد می آن فعالیت افزایشنای بم

نقش  PALکند. بنایراین  یعمل م SA وسنتزیدر بالادست ب PAL کاهش مقاومت شده است. نیاز است موجب

ول مقاومت ئن های مسئپروتی(.  Vidhyasekaran 2002, Stotz et al. 2009مهمی در مقاومت گیاهان دارد )

تولید می شوند نقش عمده در  مقاومت  (SA)اسید در مسیر فعالیت سالسیلیک به بیماری های گیاهی که بویژه

 یماریب طیکه در شرا یاهیگ یها پروتئین ) et al. Heydarnejhad ,2000 Buchanan ,2015 .(گیاه را دارند

 باتیترک PRشوند. انواع  ی( شناخته مPRs) ییزا یماریمرتبط با ب یها نیشوند به عنوان پروتئ یزا فعال م

 دیممکن است باعث تول دهایروئیو ایها، قارچ ها  روسیها، و یبا باکتر لودگی و آ هستندی موثر یماریضد ب

PRs شود اهانیدر گ (2015 .et al Heydarnejhad ,et al. 2012 Elsharkawy .) 

رو به افزایش گذاشته است. در   در  ساعات اولیه پس از آلودگی PSدر این تحقیق درمورد رقم  PR2بیان ژن 

 پارس و پروف رقمهانیز بیان این ژن نسبت به دو رقم پارس و پروف بیشتر بوده است. هرچند در   رقم اسما

  و  پس از آن اسما PS ه گرفت  در رقم جبه شاهد افزایش بیان دیده می شود ولی می توان نتینیز نسبت 

را   رقمهاافزایش بیان قابل توجه است.  با توجه به اینکه این ژن در مقاومت نقش دارد می توان واکنش این 

مقاوم نسبت به  رقمها دراومت قهای دخیل در منژاین ژن مرتبط دانست. میزان بیان بالای  با فعال شدن

است  رسیده اثبات به نیز گذشته های یبررس در قارچی و باکتریایی بیمارگرهای برابرحساس در  رقمها

(Nisha et al. 2012.) ین  های ئنقش ضد ویروسی  پروت PRومت اقبلا نیز نشان داده شده است. درالقای مق

 افزایش PR و Peroxidase  PAL ,در گیاه گوجه فرنگی آلوده به ویروس موزاییک گوجه فرنگی بیان ژنهای 

در آلودگی های  PR2در تحقیقات دیگر نیز القای مقاوت و افزایش بیان ژن  .(2019Abdelkhalek ,) نشان داد

 ، (Sindelarova and Sindelar 2005توتون )( ، Oide et al., 2013رابیدیوپسیس )آویروسی  در گیاه 

 .,Abdelkhalekگوجه فرنگی ) ، (Otulak-Koziel et al., 2018سیب زمینی )  ،( ElMorsi et al., 2015از)پی

 و سپس  PS رقمهادر    PR2و  PALشود که بیان ژن  بنابراین در کل نتیجه  می .( دیده شده است2019

نیمه کمی برای  PCRپارس و پروف داشته است. نتایج الایزا و  رقمهافزایش بیان بیشتری نسبت به اسما ا

 و پارس و پروف بیشتر بود رقمهامطلب بود که تیتر ویروس در نشان دهنده این بررسی غلظت ویروس نیز 

دو رقم که چون از جدایه جمع آوری شده از شمال غرب در تحقیق استفاده شده است می توان نتیجه گرفت 

PS  از تحمل بالاتری نسبت به  اسماوCMV   برخوردارند. نتایج این تحقیق می تواند در جهت افزایش تولید

همچنین با انجام تحقیقات تکمیلی در راستای  .دمورد استفاده قرار گیر CMVیت مبارزه با محصول و مدیر

 تراریخت مطلوب گیاهان تولیدجهت  در  CMVکدو در برابر گیاه  مقاومت در دخیل های نژسایی کامل ناش

 . باشد موثر
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 Conclusion                                                                                                                  گیرینتیجه

فزایش ا اسماو سپس   PS رقمهادر    PR2و  PALبیان ژن  بر اساس نتایج بدست آمده می توان اشاره کرد که

برای بررسی غلظلت   نیمه کمی PCRپارس و پروف داشته است . نتایج الایزا و  رقمهابیان بیشتری نسبت به 

.  پارس و پروف بیشتر بود رقمهانیز موید این مطلب بود که تیتر ویروس در و ارزیابی شدت بیماری ویروس 

قم و چون از جدایه جمع آوری شده از شمال غرب در تحقیق استفاده شده است می توان نتیجه گرفت  دو ر

PS از تحمل بالاتری نسبت به  اسما وCMV   .برخوردارند 
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