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 چکیده

ویروس موزایيک ميزان آلودگی بر  بيد، بومادران و گزنه دارویی اناهگي لیوعصاره اتان کنندگیاثر کنترلدر این تحقيق 

صورت مکانيکی هب خيارهای . برای این منظور گياهچهگرفتمورد بررسی قرار  ایشرایط گلخانه در( CMV-Fnyخيار )

 مشخص هایغلظت اصورت مستقيم و بهب گياهان اشاره شدهاتانولی عصاره کوبی شدند. مایه CMV-Fnyتوسط ویروس 

ppm200، ppm800 و ppm1000 با  خيارهای گياهچهآلودگی  .ها اضافه شدبه محيط ریزوسفر در گلدانCMV-Fny 

 12و  9، 6، 3های در روز (DAS-ELISA)الایزا مستقيم  هایتوسط آزمونکوبی شده و تازه رشد یافته های مایهدر برگ

 هایینمونههای گياهچهدر (POX)  يدازـپراکس آنزیمنجش فعاليت اختصاصی سکوبی مورد ارزیابی قرار گرفت. بعد از مایه

 بيان ژن و ميزانانجام پذیرفت  ،دـداده بودناز آلودگی نشان روز بعد  12را در ویروس ميزان کنترل که بيشترین 

Inhibitor of viral replication (IVR) ه کمیيمآر نسیپی به کمک در آنها (sq-RT-PCR) نتایج الایزا . شد سنجش

در CMV  تيتر پروتئيندار باعث کاهش معنی ،هر سه گياه مورد بررسیلی واتانعصاره با  خيارهای نشان داد تيمار گياهچه

 روز پس از 12تا  (DSI)زایی و همچنين شاخص شدت بيماریتازه رشد یافته جوان کوبی شده و مایه بالغ هایبرگ

کوبی مایههای در برگ CMVکاهش تيتر ميزان  بيشترین. است کاهش یافته با شاهد منفی در مقایسه کوبی در آنهامایه

زنی روز پس از مایه 12در زمان  نبومادرا ppm200و اتانولی عصاره  ppm 1000غلظت با کاربردو تازه رشد یافته شده 

با هر یک از  خيار تيمار شده هایدر گياهچه POXو فعاليت اختصاصی  IVRژن همچنين ميزان بيان . دست آمدهب

  باشد. شده های تيمارنمونهبيانگر فعال شدن دفاع سيستميک در تواند میکه  افزایش یافت هاعصاره

 سيستميک، آنزیم دفاعی، مقاومت ميزان آلودگیگياهان دارویی، فعاليت ضد ویروسی، : کلیدی گانواژ
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 مقدمه

ن ژن ميزبان استفاده نموده و با کسب های اجباری هستند و جهت بقاء و تکثير از سيستم بياانگل یگياه هایویروس

 هاویروسمبارزه با بنابراین  شوند.می آنردن نظم متابوليسمی و در نهایت مرگ وموجب برهم خ ،تدریجی انرژی از ميزبان

ی ـدگبوده و این امر باعث شده تا نتوان آلوبرابر نظمی متابوليکی آن بیدر نهایت ژنتيکی ميزبان و  کاروسازبا مبارزه با 

ص ـو شـاخـعـض (CMV)ار ــيـک خـيـوزائـروس مـوی ش داد.ـوم کاهـمـفاده از ســان با استــياهـها را در گـآن

ن ـتریهمـی از مـکـياه، یـونه گـگ 1000ش از ـانی بيـزبـبا دامنه مي Bromoviridaeخانواده  ازCucumovirus س ـنـج

 ودـشتقل میـا منـایـاپـه روش نـه بـتـونه شـگ 80ش از ـبيله ـيـوسهـبو ت ـی اسـاهـگر گيارـمـهای بيروسـوی

(Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003 ژنوم .)CMV شامل سه قطعهRNA  باشد. ای با قطبيت مثبت میتک رشته

اقتصادی شود و از نظر ای بویژه در کدوئيان میبيماری موزائيک خيار باعث خسارت عمده در محصولات زراعی گلخانه

های مهم شناخته شده از پراکندگی بالایی در کشور برخوردار است و در ایران همه نژاد CMVبسيار حائز اهميت است. 

 ;Rasoulpour and Izadpanah, 2008; Bananej and Vahdat, 2008; Massumi et al., 2009)د ـور دارنـضـآن ح

Bashir et al., 2006 .) 

برای  ،دارند های گياهیگرعليه بيمار یکنندگی قابل توجهاثرات کنترلکه آنعلاوه بر ی گياههای عصاره و اسانس

و به سرعت پوسيده شده و به چرخه طبيعی زیستی باز  نيستندبوم خطرناک نبوده و در طبيعت نيز ماندگار زیست

های آبی و الکلی گياهان و نيز کمپوست صارهاند تا با استفاده از عتوانستهمحققين  تاکنون. (Goel et al., 2016) گردندمی

های را انجام دهند. نتایج پژوهشثری ؤمهای گياهی تحقيقات کاربردی و ویروسبا های زیستی در امر مبارزه و کنجاله

پروتئينی وجود های پروتئينی و غيرفی در عصاره خام گياهان با ماهيتـت که ترکيبات مختلـخص ساخته اسـگذشته مش

تکثير و توان موجب محدود شدن  گياه، افزایش سطح توان دفاعیمستقيم با غيرو یا طور مستقيم توانند بهکه می دارد

های گياهی تحقيقات رل ویروسـکنتدر زمينه بيو تا به حال (.Jassim and Naji, 2003شوند ) گياهانها در توسعه ویروس

صورت عصاره خام آبی یا خصوص گياهان داروئی بههگياهان مختلف ب که از عصاره، از جمله آنسته اشدمختلفی انجام 

اند و در این زمينه های کشت بافت استفاده نمودهای و یا در سيستمهای گلخانهدر کشت هاالکلی جهت کنترل ویروس

موجب افزایش چنين ترکيباتی با حفظ سلامت گياهان  .(Zhao et al., 2017) دست آمده استهای بزرگی بهدستاورد

د نسازای را در آنها فعال میهیژو ییشيميايکی و بيوـهای ژنتهای مقاومتی خاص و مسيرتوان زیستی آنها شده و سيستم

 د.نکار گرفته شوهای گياهی بهگرد در مدیریت آفات و بيمارنتوانمی و

جهت کنترل  Phytolacca americana کولی موفق شد تا از عصاره گياه سرخاب Allard (1914)برای اولين بار 

(. پس از Silber and Burk, 1965به نقل از: استفاده نماید ) Tobacco mosaic virus (TMV)ویروس موزایيک توتون 

خوب و توليد آسان و ارزان این ترکيبات توجه محققين به این حوزه از تحقيقات جلب شد و در مدت تأثير يل لدهآن ب

  Amaranthaceae، لق به خانواده هایعهای مختلف گياهی متویروسی گونهمختلف اثر ضد محققين ،سال 20زمان 

Nyctaginaceae ،Asteraceae،Chenopodiaceae ،Asclepiadaceae ،Polygonaceae ، Simaroubaceae، 

Acanthaceae،Liliaceae ، Cruciferae،Leguminosae sp.  ،Boraginaceae،Oleaceae ،Taxaceae ، 

Ranunculaceae،Juglandaceae ،Saxifragaceae ،Theaceae ، Schisandraceae،Cupressaceae ،Labiatae   و

Caryophyllaceae  نمودندگزارش را (Zhao et al., 2017) .های ميکروبی در ه از آلودگیبازدارندمتنوع ترکيبات  تاکنون

اشاره ها تریترپنوئيد و هاها، آلکالوئيدها ، فلاونوئيدروتئينپتوان به از جمله آنها می که گياهان مختلف یافت شده است

وان به ـتان میـها در گياهودگی ویروسـنترل آلـثر در کؤهای ماز جمله پروتئين .(Zhang et al., 2009)نمود 

اره ـاش Inhibitor of Viral Replication protein(IVR)و  Pathogenesis related protein (PR- protein) هاینـئيـروتـپ

گردند ها میمهار اختصاصی ویروسشوند و موجب يد میـاه تولـم گيـع مورد تهاجـوضـدر مه ـود کـنم

(Rakhshandehroo et al., 2009).  پروتئينIVR  فعال غير سلسيوسدرجه  35بسيار به حرارت حساس بوده و در دمای

 . (Akad et al., 1999) شودمی
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انی و گياهی مورد ـهای ویروسی انسکه امروزه استفاده از عصاره آن برای درمان بيماریدارویی  از جمله گياهانی

 ،pokeweed یا کولی رخابـس، .Mirabilis jalapa Lعباسی توان به لالهتوجه دانشمندان قرار گرفته است، می

Phytolacca americana  از خانوادهPhytolaccaceae  و گزنه دو پایهUrtica dioica  که دارای خاصيت درمانی در معالجه

عليشيری و ؛ 1388رو و همکاران، رخشنده؛ Khosroshahi et al., 2021)نمود باشد، اشاره های مزمن انسان میبيماری

عليه ی را برگونه گياه داروی 30ویروسی بيش از محققين در کشور چين توانایی ضد 1989. در سال (1394رو، رخشنده

CMV ـودنـات نمـباث( دZhu and Qiu, 1989.) های زیمـده آنـکننکد یاـهژن انــيب زانـيـم یـکم یـابـا ارزیـب

Phenyl alanine ammonia lyase (PAL)  و Peroxidase (POX)تکنيک تفاده ازـبا اس لولـهای ساعـط با دفـمرتب 

Time RT- PCR Real ات طبيعی مانند کيتوزان و گلایسين بتائين های خيار با ترکيبتيمار گياهچه ،مشخص شد

ود ـميک شـستـاع سيـاء دفـریق القـاز ط CMV زان آلودگیـش ميـکاهذکور و ـم یهاژن انيـب بـموج دـتوانیم

(Sofy et al., 2020). عليه بر اسانس روغنی گياه آویشن کنندگیمشابه ویژگی کنترل ،در تحقيقیCMV  اثبات شد

(Helal, 2019)لائیـمه طـدکاه ـاره آبی گيـمچنين مشخص شده است که عص. ه Tanacetum vulgare  از ویژگی

 یخوراک ريانجاثر عصاره آبی  .(Petrov et al., 2016برخوردار است ) اريخ اهيدر گ اريخ کيویروس موزائکنندگی کنترل

L .Ficus carica یهاویروس ایجاد شده در اثر یموضع یهار کاهش تعداد لکهد Zucchini Yellow Mosaic Virus  و

Bean Yellow Mosaic Virus لی آن وانـی و اتـاره آبـصـيار با عـهای خچهـمار گياهـمشخص شد که تيبات گردید و ـاث

؛ 1400اران، ـو همک جریانـ)سنود ـش CMVه ـليـاه عـک در گيـتميـيسـاع سـاء دفـقـر به الـد منجـوانـتمی

Mahmoud et al., 2010) . 

 کم مولکولی وزن با Ribosome Inactivating Proteins (RIPs)به نام  یپروتئين ،داروییدر عصاره بسياری از گياهان 

های مهاجم موجب مهار وجود دارد که از طریق جلوگيری از ترجمه ژنوم ویروس ریبوزوم با ویژگی اختلال در عملکرد

های گروه یک بوده و دارای وزن RIPsاز لحاظ ماهيت از نوع  MAP (Mirabilis antiviral proteins-MAP). شوندآنها می

های گياهی کننده قوی تکثير ویروساین پروتئين یک مهار(. Habuka et al., 1989دالتون می باشد )کيلو 28مولکولی کم 

های موزایيک روسـوی تواند مانع توليد پروتئينمیمؤثری طور و جانوری بوده و در گذشته مشخص شده است که به

ود ـش (PVY)ينی ـزمسيب Yو  (PVX)نی ـزميسيب X، (ToMV)فرنگی ، موزایيک گوجه(TMV)توتون 

(Kusumawati et al., 2015 .)یرفت، امکان کنترل ذتازگی انجام په در تحقيقی که بCMV  نيپروتئ انيباز طریق 

با وجود  (.Khosroshahi et al., 2021) ميسر گردید توتون اهيدر گ (یعباسگل لاله یروسیوضد ني)پروتئ  MAPبينوترک

های های موجود در گياهان تاکنون حاصل شده است ولی اثر عصارهکننده آلودگی ویروسشناختی که از ترکيبات مهار

اثر  ،طور جامع بررسی نشده است. در این پژوهشههای گياهی بگياهان داروئی موجود در کشور برای کنترل ویروس

 دوپایه و گزنه  Achillea millefolium، بومادرانSalix alba دـشور شامل بيـان داروئی کـگياه یـبرخ عصاره الکلی

Urtica dioica بر کاهش ميزان آلودگی ویروس موزایيک خيار CMV-Fny  در گياه خيارCucumis sativus  مورد بررسی

 قرار گرفت.

 

 هامواد و روش

  CMV-Fnyبا خیار های گیاهچهکوبی گیاهان بید، بومادران و گزنه و مايهاتانولی عصاره تهیه 

در طول فصل رشد رویشی در فصل بهار )اواخر اردیبهشت  Urtica dioicaپایه کوهی برای این مطالعه گياه گزنه دو

 و در شمال شرق تهرانتلو منطقه از  Achillea millefoliumتا اوایل خردادماه( از منطقه رودبار قصران، گياه بومادران 

تمام اندام گياهان گزنه و بومادران از . آوری شدهای شهر تهران، جمعاز سطح پارک  abylonicabSalixدرخت بيد مجنون 

د. جهت ـگيری استفاده شبرای عصاره صورت مجزابه خشک شده پوست درخت بيدفقط از شامل ریشه، ساقه و برگ و 

خشک  لاًـروز کام 10اریکی به مدت ـ( و در تيوسـسلسه ـدرج 25گاه )ـایشـای آزمـدر دمان ـت گياهـری، بافـگيعصاره

ود ـل موجـمـالعورـتـق دســطابـمی ـولـانـاتاره ـه عصـيــد. تهـودر شـن پـکردــاه خـگـط دستـس توســپـو س
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(Leser and Treutter, 2005 انجام شد. برای این منظور )طور جداگانه خشک شده برای هر گياه بههای گرم از بافت 10

دست آمده برای هساعت قرار داده شد و آموده ب 12برای مدت  soxhletدر دستگاه  %70ل وليتر الکل اتانميلی 200در 

 60در فشار کم و دمای   rotary evaporator (Heidolph, Heizbad Hei-VAP, Germany)حذف حلال در دستگاه 

عبور داده و تا زمان استفاده در  مترميکرو 45/0اده شد. عصاره حاصل از کاغذ فيلتر با قطر منفذ قرار د سلسيوسدرجه 

در  ی خيارهاکاشت، نگهداری و تيمار گياهچههای تاریک نگهداری شد. در شيشه سلسيوسدرجه  -20فریزر با دمای 

ساعت(  16و دوران متناوب نوری ) %70 ، رطوبت نسبیسلسيوسدرجه  25±2 دمای شرایط استاندارد گلخانه ای شامل

 برگی 2گرمی کاشته شده و در مرحله  50های در گلدان رقم رویال خيارهای گياهچهساعت( انجام شد.  8) و تاریکی

وزنی/حجمی )بافت برگ/بافر( توسط  1به  1صورت مکانيکی با نسبت هب pH 4/7 مولار با 1/0توسط بافر فسفات پتاسيم 

های گياهان بيد، ، عصارهخيارهای کوبی گياهچهکوبی شدند. دو روز قبل و دو روز بعد از مایهمایه CMV-Fnyویروس 

به خاک پای  ليترميلی 2 حجم در ppm  1000و ppm200، ppm800های صورت مستقيم و به غلظتهب بومادران و گزنه

 و تازه رشد یافتههای از برگ ،خيارهای گياهچهروز پس از آلودگی  12تا  و بارروز یک 3ند. هر ها اضافه شدگلدان

استفاده  مورد (DAS-ELISA)الایزا  آزمونو برای انجام برداری نمونهصورت جداگانه به کوبی شدهمایههای برگ همچنين

مونه شاهد نعنوان به خيارگياهچه  5تعداد از زمان هم. های متفاوت انجام شدتکرار در زمان 3. این آزمون در قرار گرفت

تيمار شده با کوبی شده با ویروس و مایهگياه شاهد مثبت ) 5 با ویروس و تيمار نشده با عصاره( وشده کوبی منفی )مایه

  استفاده شد. (ppm 1000در غلظت  آسيکلوویر ویروس،ضد ماده شيميایی

 DAS-ELISA آزمون با CMV-Fny تیترارزيابی های سرولوژيکی 

 12و  9، 6، 3های در زمان CMV-Fnyبا کوبی شده مایهرقم رویال  ی خيارهادر گياهچهوس ویر تيترجهت تعيين 

ای انهـند همسـادی چـباده از آنتیفـو با است (DAS-ELISA) قيمـی مستزاـون الایـز آزما کوبیروز پس از مایه

(Bioreba, Switzerland) ـمط( ابق روشMondal et al., 2016) که با  هاییونهـنمور ـن منظـای ای. برفاده شدـاست

CMV-Fny 4/7 بافر فسفات پتاسيمبا استفاده از  ،تيمار شده بودند هاعصارهتوسط  وکوبی مایه pH گيری شدندعصاره. 

ی هاچاهک درون (فسفات اده پارانيتروفنيل)م سوبسترا کردناضافه  از پس از انجام مراحل مختلف آزمون در نهایت بعد

 با فاصله (ELX 800-Biotek)مدل  خوان الایزا دستگاه با زاییرنگ واکنش بروزجذب حاصل از  شقابک الایزا،موجود در ب

 . قرائت گردید نانومتر 405 موج طول درن سوبسترا دساعت بعد از اضافه نمو 4تا زمان  ساعت نيم

صورت پذیرفت. در  ی تيمارهانمونه درتيتر ویروس مقایسه تيتر ویروس تعيين و  n= �̅�+ 3SDبا استفاده از فرمول 

معادل  ،بود nهایی که معادل یا برابر عدد آلوده بوده و جذب نمونههای سالم و غيرجذب نمونهميانگين  ¯𝑋این فرمول 

یک از هر  های خيار تيمار شده بادر گياهچه CMVسنجش تيتر  برای DAS-ELISA  آزمونآلوده در نظر گرفته شد. 

 شد.  انجامگانه جدا تکرار سه درها ورد آزمون در کنار شاهدمهای عصاره

  Disease Severity Index (DSI)محاسبه شاخص شدت بیماری
مار شده با ــو تي CMV-Fnyده با ـزنی شایهـمال ـرقم رویيار ـای خـهاهچهـرای گيـب ماریـشاخص شدت بي

در  بيماری علایمگيری شد. اندازه ن دارویی مورد بررسیگياهاهر یک از عصاره از  100و  ppm 200 ،800هایتـغلظ

 علایم، بدون =0) علایم دهیرتبه اساس بر علایم شدت و گرفت قرار نظر تحت زنیمایه از پس روز 12و  9، 6های زمان

 و مشخص موزائيک= 3 گياه، شکل تغيير بدون مشخص سيستميک موزائيک= 2 خفيف، پيسک یا خفيف موزائيک= 1

 مرگ به شونده منتهی و %50 بالای نکروز =5 و %50 تا کلی نکروز و مشخص موزائيک= 4 کوتولگی، و برگ شکل رتغيي

. شاخص بيماری بر اساس فرمول زیر محاسبه گردید برداری قرار گرفتیادداشتمورد  ،زنی شدهگياهان مایه گياه( در

(Zeng et al., 2007.)  

DsI =
 ∑nx × gradex × 100%

𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 × ℎ𝑖𝑔ℎ𝑒𝑠𝑡 𝑔𝑟𝑎𝑑𝑒
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دهنده رتبه نشان grade x ،شاخص شدت بيماری( استIndex  ) Severity Diseaseدهندهنشان DSIکه در آن 

های در نظر گرفته شده برای یک تيمار تعداد گياهانی است که در تکرار  nx ،خاصی است که در بالا به آن اشاره شد

مورد آزمون در هر  نتعداد کل گياها n total وترین رتبه بالاhighest grade  ،دهندخاص، آن رتبه خاص را نشان می

 . می باشد تيمار معين

 و تیمار شده با عصاره CMVهای خیار آلوده به درگیاهچه IVRتعیین نیمه کمی بیان ژن 

عنوان مارکر به Inhibitor of Viral Replication (IVR)ميزان بيان ژن مهار کننده تکثير ویروس در این تحقيق 

از  total RNA ظورـمورد سنجش قرار گرفت. برای این من CMVهای خيار نسبت به آلودگی مقاومت در گياهچه

با   CMV-Fnyکوبی باروز پس از مایه 12مورد آزمون در زمان های تيمار شده با هریک از عصارههای خيار اهچهـگي

العمل شرکت سازنده، استخراج گردید و از و مطابق دستور RNX-Plus (SinaClon Inc, Iran)استفاده از ماده تجارتی 

العمل شرکت سازنده، مطابق دستور (Fermentas Inc, Germany)وکيت  M-MuLVبا استفاده از آنزیم  cDNAآنها 

های هـه گياهچـد یافتـای تازه رشـهبافت سطح برگاز رم ـگ 1/0زان ـيـه مـب total RNAراج ـرای استخـتز شد. بـسن

 ,Turbo DNA–free kit (Ambionط کيت ـا توسـهونهـمـاز ن DNAودگی ـذف آلـح. ده استفاده شدـشوبی ـکمایه خيار

Austin, TX, USA) .واکنش  انجام شدSemi Quantitative PCR کننده بخشی از ژن گر تکثيربا استفاده از آغازIVR  با

 :هایتوالی
IVR-F: 5'-ATCGTTAACAATCGACCTGAAGCTGCT-3'  
IVR-R: 5'-ATGGGATCCTCATAAAAGCTCAGCCTCT-3'  

 دقيقه 4درجه سلسيوس  93 شامل:واکنش دمائی  به این منظور از .(Rakhshandehroo et al., 2009) صورت گرفت

برای )ثانيه  50درجه  72ثانيه و  50درجه  59ثانيه،  60 سلسيوس درجه 92رخه حرارتی شامل )یک چرخه( و سپس چ

 (2001)و همکاران  Maroneمطابق روش دقيق  10درجه سلسيوس برای  72و  (چرخه مجزا 35و  30، 25به ترتيب 

ليتر ماکرو  7/5های: گرليتر حاوی واکنشماکرو 15تيوب در حجم نهایی  دوآر کمی به صورت سیپی واکنش. استفاده شد

ليتر آب مقطر ماکرو Brilliant III Ultra-Fast RT-qPCR Master Mix (Agilent, Santa Clara,CA, USA), ،1/5ماده 

ليتر از ماده اکروـم 15/0، (Fermentas Inc, Germany)شرکت  M-MuLVليتر آنزیم ماکرو 75/0استریل، 

Dithiothreitol (Agilent, USA)   ليتر روـماک 3ها و رـگدام از آغازـر کـمولار از هروـماک 3/0، مولارميلی 100با غلظت

های رــگازـن از آغـيـنـچـمـد. هـام شـجـر انـتــليروـر ماکـرم بــگنانو 10ت ــده با غلظـراج شـتخــای اسان.از آر.

B-Tub-Fw (5´-CACTCTCCAGCATTCATCC-3´)  وB-Tub-Rv (5´-CTTGCATTGGTACACACAGG-3´) 

ش ـازی واکنـسالـهت نرمــعنوان کنترل درونی و جبهاست  housekeeping geneکه یک  B-Tubبرای تکثير ژن 

 Rotor-Gene Q thermalتگاه ـآر در دسسی. واکنش پی(Rakhshandehroo et al., 2009) تفاده شدـآر اسسییـپ

cycler (Qiagen. Venlo, Limburgh, Netherlands) .های در تعداد سيکلها ژن تکثيرتوليدات حاصل از  انجام پذیرفت

های کنترل منفی و مثبت استفاده . برای هر ژن از نمونهشدالکتروفورز  %5/2 آگارز ژل در PCRآزمون  مختلف حرارتی

و تيمار  CMV-Fnyکوبی شده با نمونه گياهچه خيار مایه cDNAاز  تکرار زیستی انجام شدند. 4ها با شده و تمام آزمون

تيمار شده با ماده دارویی  CMV-Fnyنمونه گياهچه خيار آلوده به  cDNAعنوان شاهد منفی و از نشده با عصاره به

 به عنوان شاهد مثبت استفاده شد. ppm1000آسيکلوویر با غلظت 

  (POXسنجش کمی فعالیت اختصاصی آنزيم پراکسیداز )
ذیرفت. برای انجام پ CMV-Fnyکوبی با در روز دوازدهم بعد از مایه (POX)سنجش کمی فعاليت آنزیم پراکسيداز 

 CMV-Fnyزنی با مایهروز پس از  12در زمان های خيار های فوقانی جوان و تازه رشد یافته گياهچهاین منظور از برگ

العمل های مورد تحقيق استفاده شد. این آزمون مطابق دستوریک از عصاره کنترل کننده هر و تيمار شده با بهترین غلظت

 گياه هایبرگ از برگ بافت کل (. برای این منظور ابتدا پروتئينRakhshandehroo et al., 2012موجود انجام پذیرفت )

گردید. عصاره  سولفيت سدیم استخراجبیماده متا %1حاوی   8/6pH مولار با 05/0فسفات پتاسيم  بافر از استفاده با خيار

های تریفيوژ گردید. حجم نهایی در آزموندرجه سلسيوس، سان 4و دمای  g20000دقيقه، شتاب  25مدت فيلتر شده و به
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(. بررسی 2O2H µl100µl DDW+50µl plant extract+50µl pyrogallol+800ليتر بود )ميلی 1طيف سنجی آنزیمی 

صورت  nm470ثانيه و در طول موج  40مدت به (Shimadzu, Japan)ها به کمک دستگاه طيف سنج نوری جذب نمونه

اتانولی کننده عصاره بهترین غلظت کنترلهای خيار پس از تيمار با گياهچهدر ن پروتئين کل در این بررسی ميزا گرفت.

روش برادفورد با استفاده از تعيين شد.  Bradfordبا استفاده از با روش مورد آزمون  مربوط به هر یک از گياهان دارویی

روز پس از  12 در زمان (Bradford. 1976)تئين تام گيری ميزان غلظت پروبه منظور اندازه BSAاز استاندارد پروتئينی 

در آنها اتفاق ها پس از تيمار با هر یک از عصارههایی که بيشترین ميزان کنترل ویروس برای نمونه کوبی با ویروسمایه

به پروتئين  منحنی استاندارد با استفاده از بررسی ميزان جذب ناشی از اتصال رنگ کوماسی بلو. استفاده شد افتاده بود،

BSA ميزان فعاليت اختصاصی آنزیم  .محاسبه شدPOX  از تقسيم عدد مربوط به جذب آنزیم بر دقيقه بر ميزان پروتئين

 دست آمد.گرم پروتئين کل بافت مورد سنجش بهکل بافت بر حسب ميکرو

 آنالیز آماری
غلظت  4یه کاملاً تصادفی مربوط به اثر بر اساس طرح فاکتوریل درقالب طرح پاهای آماری در این پژوهش آناليز

و همچنين  هتازه رشد یافتهای برگدر  CMV-Fny تيتر پروتئينمتفاوت بر روی ميزان  روز 4در های داروئی عصاره گياه 

بومادران و  بيد، ( و غلظت گزنهaهای آلوده صورت گرفت. این آزمون با دو فاکتور روز )نمونهکوبی شده در های مایهبرگ

(b بر روی ميزان ) روز  12و  9، 6، 3اند. فاکتور روز ها دارای چهار سطح بودهویروس انجام گرفت و هر یک از فاکتورتيتر

 ppm 1000و ppm200،ppm 800سطح  سهدر های گزنه، بيد و بومادران و فاکتور غلظت عصارهکوبی ویروس بعد از مایه

مورد ثر و ميانگين ترکيبات مختلف سطوح اثر متقابل آزمون دانکن بررسی شد. به منظور مقایسه سطوح مختلف هر ا

در روز دوازدهم پس از  POXناليز آماری فوق برای محاسبه ميزان فعاليت اختصاصی آنزیم آاز روش  گرفت.استفاده قرار 

 استفاده شد. CMV های آلوده بهها در گياهچهعصارههر یک از تيمار با 

 

 نتايج

 و محاسبه شاخص شدت بیماری CMVتر پروتئین ارزيابی میزان تی

 کوبی شدهمایه های خيار، گياهچهCMV-Fny تيتردر کاهش  های بيد، بومادران و گزنهثير عصارهأبه منظور بررسی ت

های سرولوژیکی قرار گرفتند. نتایج کوبی با ویروس توسط آزمون الایزا مورد ارزیابیروز پس از مایه 12 هر سه روز تا

 مقایسه با گياه شاهد بوددر  ار شده با هر سه عصاره مورد بررسیهای تيمدر نمونهویروس  تيتردار ی از کاهش معنیحاک

کوبی شده های مایهبرگ درهای مختلف عصارهنوع و غلظت کنندگی بين با این وجود از لحاظ توان کنترل. (2و 1)شکل 

تفاوت وجود  کوبیهای مختلف پس از مایهدر زمانتازه رشد یافته  جوان هایبرگو یا  CMV-Fnyبا های خيار گياهچه

ها در کنندگی ویروس توسط هر یک از عصارهاصل از آزمون الایزا بيانگر آن بود که بيشترین ميزان کنترلحنتایج داشت. 

همچنين بيشترین ميزان تازه رشد یافته اتفاق افتاده است. جوان های کوبی شده در مقایسه با برگمایهبالغ های برگ

برابر در مقایسه با نمونه شاهد منفی که فقط با آب به  4)به ميزان  های گزنهکاهش تيتر ویروس پس از تيمار با عصاره

برابر در  3 )به ميزانو بيد  برابر در مقایسه با نمونه شاهد منفی( 5/3)به ميزان ، بومادران جای عصاره تيمار شده بود(

. (A-2و  Cو  A-1و  C هایکوبی شده با ویروس مشاهده شد )شکلمایهبالغ های در برگه شاهد منفی( مقایسه با نمون

کوبی شده مایه بالغ هایچيزی بود که در برگ تازه رشد یافته بر خلاف آنجوان روند کاهش تيتر ویروس در برگ های 

بيد )به ی گياه لهای الکبا عصارهه رشد یافته تازجوان های مشاهده شد. بيشترین ميزان کاهش تيتر ویروس در برگ

 2هر یک به ميزان بومادران و گزنه  مشاهده شد و عصاره الکلی گياهان برابر در مقایسه با نمونه شاهد منفی( 5/2ميزان 

همچنين  (.B -2و  Dو  B -1و  D های)شکل موجب کاهش تيتر ویروس شدند برابر در مقایسه با نمونه شاهد منفی

های زیاد دار تيتر ویروس در غلظتص شد بر خلاف عصاره اتانولی گزنه که موجب بيشترین ميزان کاهش معنیشخم

(ppm1000  وppm800 در روز )های اتانولی بيد و کوبی شده و تازه رشد یافته شده است، عصارههای مایهدر برگ 12

کوبی ویروس پس از مایه 12و  9های ر ویروس در روزدار تيتتوانند موجب کاهش معنیمی ppm200بومادران در غلظت 
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های خيار در مقایسه با نمونه شاهد تازه رشد یافته گياهچه جوانهای همچنين برگ کوبی شده ومایهبالغ های در برگ

های بيد و بومادران نيز موجب کاهش عصاره ppm800و  ppm1000های شوند. اگرچه کاربرد غلظت فاقد تيمار منفی

  کوبی نيز گردید.پس از مایه 12و  9های زمان دردار تيتر ویروس در مقایسه با نمونه شاهد منفی عنیم
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 دارویی گياهان اتانولی های¬عصاره با تيمار از پس CMV-Fny تيتر کاهش به مربوط الایزا آزمون از حاصل نتایج آماری بررسی -1 شکل

 خيار های¬نمونه سرولوژیک جذب از حاصل عددی ميانگين واریانس تجزیه مبنی بر نتایج. )1b( منفی شاهد ونهنم با مقایسه در بومادران و گزنه

 های¬برگ در بررسی مورد های¬عصاره از یک هر تأثير از حاصل نتایج. است شده بيان الایزا آزمون در ها¬عصاره از یک هر با شده تيمار
 CMV-Fny تيتر %1 اختلاف با دار¬معنی کاهش بيانگر خيار های¬گياهچه یافته رشد تازه ایه¬برگ همچنين و ویروس با شده کوبی¬مایه

 3 های¬انـزم در( بود شده تيمار آب با تنها عصاره جای به که CMV-Fny با شده کوبی¬مایه خيار گياهچه) منفی شاهد نمونه با مقایسه در

 ppm200 لفـمخت های¬غلظت از یــررسـب این برای. ودـب روسـوی با یـکوب¬ایهـم از سـپ )4a (روز 12 و )3a (روز 9 ،)2a( روز 6 ،)1a( روز

)2b(، )3(b ppm800 و )4(b ppm1000 های¬هيستوگرام. شد استفاده بومادران و گزنه های¬عصاره از یک هر برای A و C مقایسه به مربوط 
. باشد¬می شده کوبی¬مایه های¬برگ در ویروس با شده کوبی¬مایه و عصاره با شده تيمار های¬نمونه برای الایزا از حاصل های¬داده ميانگين

 ویروس با شده کوبی¬مایه و عصاره با شده تيمار های¬نمونه برای الایزا از حاصل های¬داده ميانگين مقایسه به مربوط D و B های¬هيستوگرام

 .باشد¬می خيار گياهچه یافته رشد تازه های¬برگ در

Fig. 1. Statistics evaluation of the results obtained by ELISA for the effect of ethanolic nettle weed and yarrow 
medicinal plant extracts on CMV-titer decreasing compared to the negative control sample (b1). Results stated as 
analysis of variance of the average values obtained by serological absorbance represented by ELISA assay for the 
treated cucumber seedlings. Results obtained for the cucumber samples treated with one of each applied nettle weed 
and yarrow ethanolic extracts showed a significant decrease (with 1% variation) in the CMV-Fny titer in inoculated 
leaves as well as the young recently grown leaves of the treated cucumber seedlings compared to the negative control 
(cucumber seedlings just received water instead of any plant extract) within 3 days (a1), 6 days (a2), 9 days (a3) and 12 
days (a4) after virus inoculation. Different concentrations used in this study were as follow: 200 ppm (b2), 800 ppm (b3) 

and 1000 ppm (b4), used in this research. Histograms A and C represented the comparisons between the mean values 
obtained by ELISA for the inoculated leaves of the cucumber seedlings treated with each of the studied plant extracts. 
Histograms B and D represented the comparisons between the mean values obtained by ELISA for the young newly 
grown leaves of the cucumber seedlings treated with each of the studied plant extracts. 

 

شود با های ویروسی استفاده میویروسی آسيکلوویر که در پزشکی برای درمان بيماریبرای این بررسی از داروی ضد

کنندگی صورت مجزا برای مقایسه توانایی کنترلعنوان شاهد مثبت بهبه ppm1000و  ppm200 ،ppm800های غلظت

ز ـ( و نيC -2ده )شکل ـوبی شـکهای مایهدر برگ CMV-Fnyهای گياهی، استفاده شد و اثر آن در کاهش تيتر عصاره

ی ـررسـروس بـکوبی با ویهـس از مایـروز پ 12تا  3های انـيار در زمـای خـهچهـ( گياهD -2های هوایی )شکلبرگ
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 6و  7دار تيتر ویروس به ترتيب به ميزان آسيکلوویر موجب کاهش معنی ppm800و  ppm1000های شد. تنها غلظت

ی شدند )شکل ـس از تيمار در مقایسه با نمونه شاهد منفـروز پ 12تا  6های کوبی شده در زمانهای مایهر در برگبراب

D -2های خيار، کاهش تيتر ویروس از روز سوم پس از تيمار با تمامی های تازه رشد یافته گياهچهکه در برگ(. در حالی

 .(D -2با نمونه شاهد منفی مشاهد شد )شکل  برابر در مقایسه 5/2تا  2های این ماده به ترتيب به ميزان غلظت

 

 

 

 
 

همچنين های اتانولی گياه بيد و عصاره پس از تيمار با CMV-Fnyتيتر کاهش بررسی آماری نتایج حاصل از آزمون الایزا مربوط به  -2شکل 
مبنی تجزیه واریانس ميانگين عددی حاصل از جذب سرولوژیک  نتایج بر .(b1در مقایسه با نمونه شاهد منفی )ویروسی آسيکلوویر ماده ضد

های مورد ثير هر یک از عصارهأر آزمون الایزا بيان شده است. نتایج حاصل از تعصاره اتانولی بيد و ماده آسيکلوویر دتيمار شده با  رهای خيانمونه

تيتر  %1دار با اختلاف های خيار بيانگر کاهش معنییافته گياهچه های تازه رشدکوبی شده با ویروس و همچنين برگهای مایهبررسی در برگ
CMV-Fny گياهچه خيار مایه( کوبی شده با در مقایسه با نمونه شاهد منفیCMV-Fny  در جکه به )ای عصاره تنها با آب تيمار شده بود

های مختلف ظتـلـررسی از غـن بـرای ایـروس بود. بـی با ویـوبـکس از مایهـ( پ4aروز ) 12( و 3aروز ) 9(، 2aروز ) 6(، 1aروز ) 3های زمان

ppm 200 (2b ،)ppm800 (3b و )ppm1000 (4b عصاره ) های استفاده شد. هيستوگرامبيد و آسيکلوویرA  وC  مربوط به مقایسه ميانگين

کوبی شده های مایهکوبی شده با ویروس در برگمایه و بيد و داروی آسيکلوویر های تيمار شده با عصارههای حاصل از الایزا برای نمونهداده
 بيد و داروی آسيکلوویر های تيمار شده با عصارههای حاصل از الایزا برای نمونهمربوط به مقایسه ميانگين داده Dو  Bهای باشد. هيستوگراممی

 باشد.های تازه رشد یافته گياهچه خيار میکوبی شده با ویروس در برگو مایه
Fig. 2. Statistics evaluation of the results obtained by ELISA for the effect of willow medicinal plant extract as well 

as acyclovir antiviral ointment on CMV-titer decreasing compared to the negative control sample (b1). Results stated 
as analysis of variance of the average values obtained by serological absorbance represented by ELISA assay for the 
cucumber seedlings treated with the willow extract and acyclovir ointment. Results obtained for the cucumber samples 
treated with applied ethanolic extract of willow plant and acyclovir ointment showed a significant decrease (with 1% 

variation) in the CMV-Fny titer in inoculated leaves as well as the young recently grown leaves of the treated cucumber 
seedlings compared to the negative control (cucumber seedlings just received water instead of any plant extract) within 
3 days (a1), 6 days (a2), 9 days (a3) and 12 days (a4) after virus inoculation. Different concentrations of willow extract 
and acyclovir were as follow: 200 ppm(b2), 800 ppm(b3) and 1000 ppm (b4), for this research. Histograms A and C 
represented the comparisons between the mean values obtained by ELISA for the inoculated leaves of the cucumber 
seedlings treated with each of the studied plant extracts. Histograms B and D represented the comparisons between the 
mean values obtained by ELISA for the young newly grown leaves of the cucumber seedlings treated with each of the 
studied plant extracts. 
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های خيار تيمار شده با عصاره اتانولی هر یک از گياهان دارویی در گياهچه DSIنتایج بررسی شاخص شدت بيماری 

زنی در ویروس موزایيک خيار تا روز دوازدهم پس از مایه DSIدار ی در این تحقيق بيانگر کاهش معنیمورد بررس

(، لازم به ذکر است 1)جدول   ا نمونه مربوط به شاهد منفی بودها در مقایسه بهای خيار تيمار شده با تمام عصارهگياهچه

های تيمار شده با هر یک از عصاره سنجش شد تا علایم کوبی با ویروس در نمونهروز پس از مایه 6از زمان  DSIميزان 

ای خيار تيمار شده هدر تمام نمونه DSIدار شاخص مول باشد. با این وجود کاهش معنیدهی مطابق با فرقابل ثبت و رتبه

بيشترین  (.1زنی قابل مشاهده بود )جدول پس از مایه 12تا  6ها در مقایسه با نمونه شاهد از روز با هر یک از عصاره

عصاره الکلی  ppm800و  ppm200های های خيار تيمار شده با غلظتزایی در نمونهميزان کاهش شاخص بيماری

گزنه با کاهش ميزان شدت علایم  ppm1000و غلظت  %83، %7/87 يزان به ترتيببا کاهش ميزان علایم به م بومادران

 ppm200مربوط به غلظت  DSIزنی با ویروس مشاهده گردید و کمترین ميزان در روز دوازدهم پس از مایه %84به ميزان 

 (.1در مقایسه با شاهد آلوده بود )جدول  %45به ميزان  بيدعصاره اتانولی گياه 
 

و  800، 200هــای هــای خيــار تيمـار شــده بـا غلظــت  در گياهچـه  -FnyCMV زایـی شـدت بيمــاری شــاخص  -1جـدول  

1000 (ppm) ــــع ـــانـاتاره ـص ــادران و بيـ ـ   یـول ــه، بوم ــان گزن ــرای زمـ ـ ـگياه ــایج ب ــای انـد. نت ــس از  12و  9، 6ه روز پ

 با ویروس و بر حسب درصد بيان شده است.  (DAI)زنیهـایـم
Table 1. Disease severity index (DASI) for CMV-Fny in cucumber seedlings. Results are for cucumber 

seedlings treated with the 200, 800 and 1000 ppm concentrations of ethanolic extracts of weeping willow, 

yarrow and common nettle plants up to 12 days after inoculation (DAI). Results are indicated on the basis 

of the percent of infection.  

 (.Standard Error) يارمع خطای

 Significant at the 0.05 and 0.01 probability levels, respectively ** ,*              درصد 1و  5دار در سطوح بترتيب  ی* ، ** معن

 

 های خیاردرگیاهچه IVR ژنبیان تعیین نیمه کمی 
دلخواه حاصل از تکثير  تسازی واکنش با استفاده از کنترل درونی، محصولاو نرمال PCRسازی واکنش پس از بهينه

 (.3دست آمد )شکل هعنوان کنترل درونی ببه B-Tubر ژن حاصل از تکثي bp150 همچنين و bp500اندازه هب IVRژن 

 (،A -3)بومادران در  ppm200های تيمار شده با غلظت نشان داد در نمونه  Semi quantitative RT-PCRنتایج آزمون

بيان زنی با ویروس روز پس از مایه 12در زمان ( C -3)شکل  بيد چنينهمو  (B -3)شکل گزنه  ppm1000غلظت و 

عنوان شاهد مثبت که ویروسی آسيکلوویر بهبا این وجود داروی ضد .یابدافزایش می IVR ویروس تکثير کنندهمهار نژ

 اتانولی نوع عصاره
Type of ethanol 

extract 

 (ppmهای مختلف عصاره )غلظت
Different concentrations of 

extract (ppm) 

 های خيار تيمار در در گياهچه  DSIشدت بيماریشاخص 

 CMV-Fnyزنی با های پس از مایهروز
DSI disease severity index in cucumber seedlings 

treated in the days after inoculation with CMV-Fny 
6 DAI 9 DAI 12 DAI 

 بومادران
Yarrow 

1000 ** 0.06+16 ** 0.07+20 ** 0.02+13 

800 ** 0.02+13 ** 0.07+17 ** 0.06+11 

200 * 0.01+11 ** 0.07+14 ** 0.08+8 

 گزنه
Common nettle 

1000 ** 0.04+16 ** 0.06+18 ** 0.09+10 

800 ** 0.02+18 ** 0.09+21 ** 0.10+12 

200 ** 0.03+21 ** 0.06+26 ** 0.03+19 

 بيد
Weeping willow 

1000 * 0.01+19 ** 0.06+28 ** 0.003+18 

800 ** 0.02+20 ** 0.07+25 ** 0.06+21 

200 ** 0.09+24 * 0.02+30 ** 0.02+36 

 بدون تيمار با عصاره CMV گياهچه خيار آلوده به
Cucumber seedling infected with CMV without 

extract treatment 

** 0.04+29 ** 0.03+45 ** 0.01+65 
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های مورد استفاده موجب افزایش نتوانست در غلظت ،در آزمون الایزا نشان داده بود CMV داری در کاهش تيترمعنیاثر 

دریافت های گياهی ویروس که عصارهبه در نمونه شاهد منفی آلوده  گردد. همچنين هيچ بيانی از این ژن IVRبيان ژن 

در مقایسه با کنترل  IVR ژن مربوط به آرسیباند محصول پیو شدت  شدگیمشاهده نشد. ميزان اشباع  ،نکرده بود

ی تيمار شده با هاانگر بيان بيشتر این ژن در نمونهبي هايار تيمار شده با هر یک از عصارههای خگياهچه درونی برای

 (.3ها بود )شکل عصاره بومادران در مقایسه با سایر عصاره

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
و تيمار شده با  CMV-Fnyهای خيار آلوده به در گياهچه IVRهای ژن برای بررسی حضور نسخه sq-RT-PCRنتایج آزمون  -3شکل 

. برای این آزمون از داروی کوبی با ویروسمایهروز پس از تيمار  12، (C)و بيد  (B)گزنه  (A)گياهان دارویی بومادران  های اتانولیعصاره
استفاده  CMV-Control (N)عنوان نمونه و تيمار شده با آب به CMVعنوان شاهد مثبت و از نمونه آلوده به به 1000ppmآسيکلوویر در غلظت 

عنوان نردبان وزن مولکولی جفت باز شرکت فرمنتاس به 100ی : از نشانگر وزن مولکولLانجام شد.  35و  30، 25های در چرخه PCRشد. 

 استفاده شد.
Fig. 3. Results of the sq-RT-PCR for assessing the transcript levels of Inhibitor of viral replication (IVR) gene in 

CMV-Fny-infected cucumber seedlings treated with the ethanolic extract of the yarrow (A), nettle weed (B) and willow 
(C) medicinal plants, 12 days after virus inoculation. Acyclovir medicine at the concentration of 1000 ppm was used 
as positive control and CMV infected cucumber plants treated with the water was used as CMV-control sample (N). 
PCR was done at the 25, 30 and 35 cycles. 100bp DNA ladder (Fermentas, Inc) used as ladder molecular marker. 

 

  (POX)سنجش کمی فعالیت اختصاصی آنزيم پراکسیداز 

های ر گياهچهد عنوان شاخصی برای فعال شدن متابوليسم دفاعدر این پژوهش به POXفعاليت اختصاصی آنزیم 

دست آمده از بررسی فعاليت اختصاصی نتایج به .شدهای مورد بررسی سنجش کمی خيار تيمار شده با هریک از عصاره

های تيمار تمام نمونه درهای جوان تازه رشد یافته در برگتنشی را ميزان فعاليت این آنزیم  دارافزایش معنی، POXآنزیم 

 و CMV-Fnyبه  در مقایسه با نمونه شاهد آلودهدر این پژوهش اهان دارویی مورد استفاده های اتانولی گيشده با عصاره

با سه برابر افزایش فعاليت اختصاصی این آنزیم دار معنیبيشترین ميزان افزایش  (.4نشان داد )شکل با عصاره تيمار  فاقد

 در مقایسه با نمونه شاهد منفیلی گياه بومادران و تيمار شده با عصاره اتانو CMV-Fnyهای آلوده به در نمونهفعاليت 

های در برگ ppm1000کوبی با ویروس در غلظت روز پس از مایه 12در زمان  CMV-Fnyآلوده به  (با عصاره )بدون تيمار

زایش با ميزان دو برابر افو گزنه هریک (. عصاره گياهان بيد 4مشاهده شد )شکل های خيار جوان تازه رشد یافته گياهچه

 های بعدی قرار داشتند.در رتبهبه ترتيب فعاليت اختصاصی آنزیم 

 

 بحث

زای قارچی کنند که پس از عوامل بيماریهای گياهی یاد میعنوان سرطانان بهگياهزای بيماریهای از ویروس

ن ا(. ميزZhao et al., 2017شوند )زای محصولات کشاورزی در سراسر جهان محسوب میعنوان دومين عوامل خسارتبه

يزان چيزی ـن مـده است که از ایـاسبه شـحـميليارد دلار در بخش کشاورزی م 60حدود خسارت سالانه جهانی آنها 

کشاورزی اختصاص دارد و ذایی ـصولات غـها به محـل از آنـسارت حاصـط به خـقـيارد دلار آن فـيلـم 20دود ـح
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(Jones and Naidu, 2020; Xie et al., 2009 .)های ثانویه با توانایی کنترل هزار نوع از متابوليتچهلبيش از  سوئن

ها، کنندگی پروتئينهمچنين تأثيـر کنترل(. Swain, 1977ها را گزارش نموده است )ها و ویروسها، باکتریقارچ

(. Zhao et al., 2017شده است )ها در گياهان اثبات عليه ویروسها برها و فنلها، پلی ساکاریدها، فلاونوئيدآلکالوئيد

ها را گزارش نمودند ارگانيسمورـت ميکـاليـندگی فعـکنهارـی مـژگـی را با ویـاهـه گيـگون 2400بيش از تاکنـون 

(Zhao et al., 2017این محققين بيشترین توانایی ضد .)های گياهی ویروسی را در عصاره گونهForsythia suspensa 

Vahl, Rheum officinalle Bail   وIsatis tinctoria L یافتند. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
اتانولی عصاره  ppm1000 خيار تيمار شده با غلظتبرگ های جوان تازه رشد یافته در  POXارزیابی فعاليت اختصاصی آنزیم  -4شکل 

به  و بدون تيمار با عصاره CMV-Fnyار آلوده به های خي. از گياهچهCMV-Fnyبعد از آلودگی با  روز 12 در زمانگياهان بومادران، بيد و گزنه 
 باشد.می( **) %1( و *) %5های در سطحداری بر روی هيستوگرام بيانگر معنیستاره ها استفاده شد. در کنار سایر تيمار منفیعنوان کنترل 

Fig. 4. Peroxidase specific activity in upper young leaves of CMV-Fny infected cucumber seedlings treated with 
the 1000ppm ethanolic extract of yarrow, willow and nettle weed 12 days post inoculation. Non treated CMV-Fny-
infected cucumber seedlings were used as negative control. Star on the histograms indicated to the statistically 

significant differences: (*<0.01, 0.05<**<0.01) with standard deviation of mean values. 
 

این پژوهش نشان داد عصاره اتانولی هر سه گياه دارویی مورد تحقيق شامل گزنه، بومادران و در  آزمون الایزا نتایج

های تازه رشد یافته و همچنين برگ CMV-Fnyکوبی شده با مایهبالغ های بيد از توان کاهش تيتر ویروس در برگ

های ویروس در ورد بررسی بر پيکرهـهای مفيزیکی مستقيم عصارهتأثير تواند بيانگر . این امر میباشندمیبرخوردار 

های تازه رشد برگ سيستميک در مستقيم آنها از طریق افزایش توان دفاعغيرتأثير کوبی شده و هم مایه بالغ هایبرگ

 باشد.  CMV-Fnyعليه های خيار برگياهچه جوان یافته و

های های تکثير ویروس و بازدارندهها )مانند بازدارندهگياهان دارویی منابع غنی از ترکييبات آلی مختلفی مثل پروتئين

رسی در مجموع (. نتایج این برWaziri, 2015های ثانویه هستند )ها و متابوليت)ساده و پيچيده(، پپتيد هاریبوزومی(، فنل

چنين همبيد و گزنه و  ppm1000اند با غلظت های خيار در آن کاشته شدههایی که گياهچهنشان داد تيمار خاک گلدان

ppm 200 هایتيتر پروتئيندار بومادران باعث کاهش معنی CMV  د. در شدنهای خيار روز پس از تيمار گياهچه 12تا

کنندگی عصاره اتانولی اثر کنترل نيزپيش از این . توسط عصاره گزنه صورت گرفت کنندگیميزان کنترلاین ميان بهترین 

گياه گزنه جهت کاهش ميزان تيتر عوامل ویروسی دخيل در کمپلکس ویروسی موزائيک رز در محيط کشت بافت رز 

در کنترل  و زیتون تلخ ريانج یالکلی هامثبت عصاره ريثأتپيش از این  .(Rakhshandehroo et al., 2012) اثبات شده بود

CMV-Fny خصوصا در غلظت زبانيم یدفاع از طریق افزایش توان ppm100  سنجریان و همکاران،  ه بوددست آمدبهآنها(

 با غلظت Mirabilis jalapaعباسی گياه لالهسازی شده خالصبا استفاده از عصاره ی  در گذشته نشان داده شد(. 1400

µg300  از پروتئينMirabilis antiviral protein (MAP)  گياه های آن به ریزوسفر گلدان مستقيم نمودنو اضافه
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Nicotiana benthamiana کوبی شده با ویروس مایهCMV-Fny  توان می اکتسابی در گياه مقاومت سيستميکبا القاء

 (. Khosroshahi et al., 2021) شد ویروسموجب کنترل 

پس از تيمار با عصاره در  12در روز  IVRهای ژنی بيان نسخهافزایش ق حاضر بيانگر در تحقيآر سیپینتایج آزمون 

های خيار با داروی اگرچه افزایش بيان ژن مذکور پس از تيمار گياهچه بود. CMV-Fnyآلوده به  خيار هایگياهچه

امر گردد. این  CMVاهش تيتر این ماده توانست بر مبنی نتایج این پژوهش موجب ککه آسيکلوویر دیده نشد. در حالی

 پيش از این از مکانيسم متفاوت از ماده آسيکلوویر باشد. CMV-Fnyهای گياهی در کنترل عصارهثير أتبيانگر تواند می

 (PVY)سيب زمينی  Yمقاوم به ویروس  NNدارای ژن ت ختراری، N. tabacum cv. Samsun nnدر توتون  IVR بيان ژن

 IVRافزایش بيان ژن (. Rakhshandehroo et al., 2009شده بود ) مشاهده (SAR)تميک اکتسابی کار دفاع سيسوبا ساز

هایی که مقاومت القایی در در پاسخ فوق حساسيت و هم در بافتگياه توتون هم  TMVهای آلوده به برگ هایسلولدر 

 IVRژن است که افزایش بيان ده مشخص ش همچنين .(Loebenstein, 2009)است  گزارش شدهآنها ایجاد شده بود، 

تا دو  یا زمان با بروز پاسخ فوق حساسيت وو هم TMVتوتون با  هایگياهچه زنی مکانيکیروز پس از مایه 5تواند تا می

زمان با بروز علائم موزایيک سيستميک همحساس به آلودگی و در توتون غير تراریخت  PVY بازنی هفته پس از مایه

 (.1390د )رخشنده رو و همکاران، افزایش پيدا کن

های گياهی در شرایط کننده ویروسعنوان یک داروی شيميایی کنترلاز ماده آسيکلوویر در این پژوهش به

های گياهی مورد بررسی استفاده شد. اثر هر یک از عصارهثير أتعنوان شاهد مثبت برای مقایسه ميزان آزمایشگاهی به

های بالای ظتـدر غل Potato leafroll virus (PLRV)زمينی بـرگ سيـوس پيچيدگی باین ماده در کاهش تيتر ویر

ppm1000  در شرایط درون شيشه(In Vtro) ( ثابت شده استSingh et al., 2015.) 

های خيار تيمار شده با هر یک از پژوهش افزایش ميزان فعاليت اختصاصی آنزیم پراکسيداز در گياهچهدر این 

. افزایش فعاليت مشاهده شد کوبی با ویروسمایهروز پس از  12زمان تا  CMVورد تحقيق و آلوده به های معصاره

مرتبط با دفاع سيستميک ميزبان گزارش شده است  PVYهای توتون آلوده آنزیم در گياهچه اختصاصی این

(Rakhshandehroo et al., 2012 .) ت اختصاصی این آنزیم در زمان های پيشين افزایش ميزان فعاليدر پژوهشهمچنين

و  لیوزمان با تجمع مواد فنهای گياهی در زمان بروز دفاع سيستميک اکتسابی و همبا ویروس گياهان مختلف آلودگی

(. Shopova et al., 2020های ویروسی گزارش شده است )های مقاوم به آلودگیدر بافت ميکروبیهای ثانویه ضدمتابوليت

بلکه با افزایش  ؛شوندنمی CMVهای استفاده شده موجب کنترل کامل یج این بررسی نشان داد که عصارهنتا ،با این وجود

های پژوهش های خيار تيمار شوند.در گياهچه CMV توانند موجب افزایش سطح تحمل به آلودگیتوان مقاومت گياه می

ميکروبی های ضداز ویژگی ،اندانول استخراج شدههای الکلی گياهان دارویی که با اتکه عصاره بودگذشته نشان داده 

تواند حلاليت بهتر از دلایل آن می ییک .(Medini et al., 2014برخوردار هستند ) های ویروسیآلودگیثری در برابر ؤم

  .(Medini et al., 2014در الکل در مقایسه با آب باشد ) لیوفنترکيبات 

 CMVثرتر بودن عصاره اتانولی گزنه در مقایسه با بومادران در کاهش تيتر ؤانگر مکه نتایج آزمون الایزا بيبا وجود آن

اما در مجموع نتایج این پژوهش مشخص ساخت که عصاره گياه بومادران موجب  ؛های خيار تيمار شده بوددر گياهچه

تری در مقایسه با سایر های خيار به ميزان بيشهای مقاومتی در گياهچهزایی و افزایش فاکتورکاهش شدت بيماری

عليه ميکروبی عصاره اتانولی گياه بومادران را برهای گذشته اثر ضدنتایج پژوهش های مورد بررسی شده است.عصاره

(. همچنين مشخص Stan et al., 2021های قارچی و باکتریای گياهان و ویروسی جانوران را اثبات نموده بود )آلودگی

باشد که از توانایی می Flavanone naringeninلی وفن غلظت بالای ترکيبگياه بومادران حاوی  شده بود که عصاره اتانولی

عصاره اتانولی این گياه بر تأثير با این وجود تحقيقی در خصوص  (.Stan et al., 2021ميکروبی بالایی برخوردار است )ضد

ميکروبی دی در حوزه پزشکی در خصوص اثرات ضدتا کنون تحقيقات زیاهای گياهی صورت نپذیرفته است. عليه ویروس

(. مشخص شده است Semalty et al., 2017و الکلی گزنه صورت پذیرفته است ) یهای آبویروسی عصارهاز جمله اثر ضد

های پيشين همچنين یافته (.Golshan et al., 2015ویروسی دارد )ر ضداثهای مختلف این گياه که لکتين موجود در بافت
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تواند موجب تحریک باشد که میمیترکيبات فنولی که عصاره گزنه حاوی مقادیر بسيار زیادی از انواع ن است آی از حاک

های ميکروبی و در نهایت اکسيدان در بدن جانوران شده و از این طریق به کنترل تنش حاصل از آلودگیهای آنتیآنزیم

ها در خصوص با این وجود پژوهش(. Semalty et al., 2017کمک نماید )متابوليکی حاصل از بيماری در بدن آنها نظمی بی

 (.1394رو و همکاران، باشد )رخشندههای ویروسی گياهان بسيار ناچيز میهای این گياه در کنترل بيماریکارایی عصاره

ز انواع ترکيبات همين امر در خصوص عصاره پوست درخت بيد نيز صادق است. پوست درخت بيد حاوی مقادیر زیادی ا

های جانوری به تازگی اثبات شده کنندگی آن در برابر ویروسباشد که اثر کنترللی از جمله اسيد ساليسيليک میوفن

تيمار شده با آن در این تحقيق های خيار های دفاع سيستميک در گياهچه(. القاء شاخصTienaho et al., 2021) تاس

اهش تيتر ـب کـاشد که موجـب ت درخت بيدـپوسساليسيليک در عصاره اتانولی  تواند به دليل وجود ماده اسيدمی

CMV-Fny .شده است 

اما به  ،زای ویروسی در گياهان دارندهایی که ترکيبات گياهی برای کنترل عوامل بيماریبا وجود تمامی توانمندی

آوری د بودن منابع زیستی و نياز به فندودلایل مختلفی از جمله پایدار نبودن آنها در محيط مصرف در کشاورزی، مح

  .توان استفاده نموددر سطح وسيع در بخش کشاورزی نمی اختصاصی جهت مصرف آنها توسط کشاورزان، از آنها

های اتانولی گياهان گزنه، بيد و بومادران در کاهش شدت بودن عصارهثر ؤمدر مجموع نتایج این پژوهش حکایت از 

های دفاع عنوان فاکتوربه POX تنشی و آنزیم IVRویروسی بيان ژن ضدو افزایش  CMVسط بيماری ایجاد شده تو

های کار رفته از توان تحریک دفاعهای بهتوان انتظار داشت که عصارهمی داشت. CMV-Fny عليهميزبان خيار بر

ند سطح آلودگی ویروس مذکور را او از این طریق توانسته انددر این پژوهش برخوردار بوده CMVعليه سيستميک بر

جهت مدیریت ی کشت خيار هادر سطح گلخانهها این عصاره تواند برای استفاده ازمینتایج این پژوهش  کاهش دهند.

 کاربرد داشته باشد.   CMVمبارزه و کنترل 
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ABSTRACT 

In this research the antiviral activity of medicinal plants including Weeping willow, Yarrow and Common Nettle 

ethanolic extracts against CMV-Fny infection in cucumber plant was explored under the greenhouse conditions. To 

this end, cucumber seedlings were mechanically inoculated with the CMV-Fny. The extract of the mentioned plants 

was added directly into the plants' rhizosphere at 200 ppm, 800 ppm and 1000 ppm concentrations. CMV-infection 

level in inoculated as well as young grown leaves was tested by DAS-ELISA in 3, 6, 9 and 12 days post-inoculation. 

Peroxidase (POX) enzyme activity was assessed for the cucumber seedlings which showed maximum virus inhibition 

at 12 days post-inoculation and the expression level of inhibitor of viral replication (IVR) gene was also examined by 

semi-quantitative RT-PCR (sq-RT-PCR) method for them at this time. ELISA results indicated that at 12 days after 

virus inoculation, CMV-Fny protein titer in inoculated and young grown leaves as well as disease severity index (DSI) 

decreased in cucumber seedlings treated with the plant extracts compared to the negative control. The most decreased 

level of CMV-titer observed 12 days at mature inoculated and young leaves by applying 1000 ppm concentration of 
nettle and 200 ppm of yarrow extracts. The expression level of IVR gene and POX enzyme specific activity increased 

in treated cucumber seedlings at 12 days post inoculation, represent a systemic resistance activity against CMV-

infection, after extracts treatment. 

Keywords: Antiviral activity, medicinal plant, infection level, defense enzyme, systemic resistance 
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