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 چکيده 
در شرايط گلخانه علاوه بر  Mirabilis Antiviral Protein (MAP)پروتئین ضد ويروسی گیاه لاله عباسی  با استفاده ازدر اين تحقیق تلاش شد تا 

نیز مورد بررسی قرار گیرد. برای اين منظور  آنمکانیسم کنترل کنندگی ،  Potato virus Y (PVY) و Cucumber mosaic virus (CMV) کنترل
گرمی  11های در گلدان Nicotiana benthamianaهای گیاهچههای برگ و ريشه گیاه لاله عباسی جداسازی شد و سپس از عصاره MAPابتدا 

 PVYº-UK (Acc.no. KY112748)و  CMV-Fny (Acc.no. D00356.1)های بصورت مکانیکی توسط ويروس برگی ششتا  چهارکاشته و در مرحله 
، N. benthamianaگیاه های گیاهچه کوبیمايهروز قبل و دو روز بعد از  دوطور مجزا انجام شد. با شته به PVYºکوبی همچنین مايه کوبی شدند.مايه

MAP مقدارصورت مستقیم و به ه ب µg311 های گیاه . آلودگیاضافه شد هاگلدان درمحیط ريزوسفر  بهN. benthamiana ها هريک از ويروس با
کوبی مورد ارزيابی روز بعد از مايه 16تا  Real-time RT-PCRتوسط آزمون  PVYºی ژنی هانسخهمیزان و  Quantitative -ELISA توسط آزمون
روز پس  16تا  هاهر يک از ويروس تیتردار باعث کاهش معنی MAPبا  N. benthamianaی هاگیاهچهنشان داد تیمار آزمون الايزا نتايج قرار گرفت. 

. همچنین برابر در مقايسه با شاهد آلوده بود ۲/1تا  PVYº ژنوم هاینسخهبیانگر کاهش میزان حضور  Real-time PCRنتايج  .شده استاز تیمار 
حاکی از آن بود که آزمون انتقال با ناقل می شود. نتايج  CMV-Fnyنسبت به  PVYºبه میزان بیشتری باعث کنترل  MAPپروتئین شدمشخص 

MAP  انتقال  کاهشموجبPVYº  هایچهگیاهمختلف و نیز مقدار فنل در  هایاندامهای تر و خشک وزنهمچنین شود. نمی شتهبا N. 

benthamiana  تیمار شده باMAP  نددادافزايش نشان . 

 Mirabilis jalapa ،MAPفعالیت ضد ويروسی،  ،فاکتور رشدی پروتپین غیرفعال کننده ريبوزوم،ی: کليد کلمات

 

The effect of mirabilis antiviral protein (MAP) in infections by Cucumber 

mosaic virus (CMV) and Potato virus Y (PVY) in Nicotiana benthamiana plants 

under greenhouse condition   

Farshad Rakhshandehroo , Zahra Pazooki, Saeed Rezaee  

Department of Plant Protection, College of Agricultural Sciences and Food Industries, Science and Research Branch, 

Islamic Azad University, Tehran, Iran.  Rakhshandehroo_fa@srbiau.ac.ir 

Received: 10 Aug 2021     Revised: 23 Oct 2021      Accepted: 4 Dec 2021 

Abstract 

In this study using with the Mirabilis antiviral protein (MAP), it was attempted to explore the MAP controlling effect 

mechanism as well its antiviral activity against the Cucumber mosaic virus-Fny (CMV) and Potato virus Y strain O 

(PVYº) under the greenhouse condition. Toward this aim, MAP was first isolated from different fractions of the crude 

extracts mixture of the leaves and roots of the four o'clock plant and then Nicotiana benthamiana seedlings were 

cultivated in 50 g pods and mechanically inoculated with the PVYO-UK (Acc.no. KY112748) and CMV-Fny (Acc.no. 

D00356.1) at 4 to 6 leaf stages. PVYO inoculation was also separately done by the aphid. MAP was administrated 

directly into the rhizosphere area of the pods at the concentration of 300 µg in two days after and two days before 

seedling inoculations. Infection with each of the inoculated viruses in MAP treated benthamiana plant seedlings were 

then assessed by DAS-ELISA, 14 days after inoculations. Using with the Real-time RT-PCR, PVYO transcript levels 

was assessed at this time. Results showed that soil treatments of the benthamiana plant seedling with the MAP 

significantly decreased the titre of the tested viruses up to 14 days after treatments. Results of the Real-time RT-PCR 

indicated to the significant decrease in PVYO transcript level compared with the infected control plant. It was also 

revealed that MAP is more effective in controlling PVYO compared to CMV-Fny. Results indicated that MAP has not 

inhibited the PVYO transmission by the aphid vector. The dry and wet weights and the phenol content were also 

increased in benthamiana plants treated with the MAP.  

Keywords: Antiviral Activity, Morphological Factor, MAP, Mirabilis jalapa, Ribosome Inactivating Protein  

mailto:Rakhshandehroo_fa@srbiau.ac.ir
mailto:Rakhshandehroo_fa@srbiau.ac.ir


 1۲ …                                                   هایضد ويروسی گیاه لاله عباسی در آلودگی تاثیر پروتئین /رو و همکارانرخشنده

 
 J Appl Res Plant Prot 
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جهت بقاء هستند و  های اجباریپارازيتهای گیاهی ويروس     

خود  هایپروتئینتولید برای  و تکثیر از سیستم بیان ژن میزبان

ها و تکثیر آنها در تولید پروتئین ويروس .نمايندمیاستفاده 

سطح انرژی  های گیاه میزبان به تدريج موجب کاهشسلول

های تنفسی و ها و اخلال در متابولیسم و واکنشسلول

. لذا مبارزه دشویمفتوسنتزی در آنها و در نهايت مرگ میزبان 

نظمی بیبرابر با مبارزه با سیستم ژنتیکی میزبان و  هانبا آ

توجه محققین امروزه به استفاده از  .باشدیمآن متابولیکی 

ترکیبات گیاهی معطوف شده است که علاوه بر اثرات کنترل 

کنندگی قابل توجه علیه بیمارگرهای گیاهی برای زيست بوم 

و به سرعت  نمی باشندنیز ماندگار  و در طبیعتنبوده خطرناک 

. چنین گردندمیشده و به چرخه طبیعی زيستی باز  تجزيه

ا حفظ سلامت گیاهان موجب افزايش توان زيستی ترکیباتی ب

های مقاومتی خاص و مسیرهای ژنتیکی و شده و سیستم هاآن

سازند که موجب ها فعال میای را در آنهژبیوشیمیايی وي

شوند. در اين بین کنترل آفات و بیمارگرهای گیاهی مختلف می

آبی و الکلی ی هاعصارهبا استفاده از  اندتوانستهمحققین تاکنون 

های زيستی در امر مبارزه گیاهان عالی و نیز کمپوست و کنجاله

 های گیاهی تحقیقات کاربردی و موثری را انجام دهندويروس

(Waziri et al. 2015)های گذشته مشخص . نتايج پژوهش

عصاره خام گیاهان با ست که ترکیبات مختلفی در ساخته ا

به د نتوانکه می وجود دارد های پروتئینی و غیرپروتئینیماهیت

 به طورهای ويروسی و يا مستقیم با تخريب فیزيکی پیکره طور

غیرمستقیم با القاء دفاع سیستمیک در گیاهان موجب محدود 

 .Jassim et al) دنها در گیاهان شوشدن تکثیر و توسعه ويروس

به عنوان نمونه در تحقیقی مشخص گرديد عصاره برگ  .(2003

 .Clerodendrum aculeatum (L.) Schltdlگیاه معین التجاری 

 Clerodendrum aculeatumو ريشه گیاه شب رنگی افشان 

(L.) Schltdl.  با القاء دفاع سیستمیک در گیاه خربزه

توانند موجب کنترل آلودگی می (.Carica papaya L)درختی

  Papaya ring spot virusحاصل از ويروس لکه حلقوی پاپايا 
. همچنین در تحقیقی که به تازگی  (Singh et al., 2011) شوند

-انجام پذيرفت مشخص گرديد عصاره چند گونه ريز جلبک می

تواند موجب تحريک دفاع سیستمیک در برابر آلودگی ويروس 

-در گیاه گوجه Tomato mosaic virusفرنگی موزايیک گوجه

 (.Elsharkawy et al., 2022فرنگی گردد )
 تعدادی بوسیله شده گرفته بکار دفاعی هایمکانیسم از يکی     

 هستند ایدرگیرشونده شیمیايی مواد عالی، گیاهان هایگونه از

 هایپروتئین و داشته کم مولکولی وزن با پروتئینی ماهیت که

 Ribosome inactivating proteins ريبوزوم کننده غیرفعال

(RIPs )شوندمی نامیده(Walsh et al., 2013)  .از نوع اين 

 پزشکی و شناسیزيست تحقیقات در را زيادی توجه هاپروتئین

 درآنها  منحصربه فرد فعالیت دلیل به .اندکرده جلب خود به

 میزان به توانند می مواد اين جانوری و انسانی گیاهی هایسلول

 های زيستی و غیرزيستیتنش و هاآلودگی به پاسخ در و زياد

 فرآيند  ريبوزوم ها نمودن غیرفعال با و شوند جمع گیاهان در

 MAP.  (Waziri et al., 2015)نمايند متوقف را سازیپروتئین

(Mirabilis antiviral proteins-MAP)  از لحاظ ماهیت از نوع

RIPs  های گروه يک می باشد. اين پروتئین دارای وزن

اسید آمینه  ۲81کیلودالتون( و متشکل از  ۲2مولکولی کم )

 .Mirabilis jalapa L لاله عباسی های گیاهبوده و در تمام بافت

(four o'clock plant) يافت می( شودHabuka et al. 1989 .)

اسید آمینه بازی و غنی از ، پروتئینی محلول ،MAPپروتئین

ی متعلق به دايماين گیاه دارويی از گیاهان باشد. لايزين می

بومی و  باشدمی (Nyctaginaceae)  گل کاغذيان خانواده

آمريکا بوده ولی به عنوان گل زينتی در تمام نقاط جهان کاشته 

می شود. در طب سنتی کشورهای هند، چین، مصر و ايران از 

ی هايیبیماری متمادی جهت درمان هاسالعصاره اين گیاه 

همچون اسهال خونی، سمیت کبدی )هپاتوتوکسیتی( و 

 ;Yang et al. 2001ی عصبی استفاده شده است )هایناراحت

Oladunmoye 2007 نقش پروتئین .)MAP در درمان سرطان 

 (.Jyothi et al. 2013اثبات شده است ) نیز

-آنزيم از ایخانواده  (RIPs)های بازدارنده ريبوزومپروتئین     

 توسط بالا مقادير در که هستند پروتئینی ماهیت با سمی های

 گیاهان اين در گسترده به طور و اندشده سنتز گیاهان از بعضی

 در را ريبوزومی 28S RNA زيرواحد و شوندمی پخش

 با ترتیب بدين و نموده دپورينه هاپروکاريوت و هايوکاريوت

می ايجاد وقفه هاپروتئین تولید در هاريبوزوم کار در اخلال

 با های بازدارنده ريبوزومپروتئین (Walsh et al., 2013) .کنند

 گوانین و آدنین بین پیوند شان، گلیکوسیدازی -N فعالیت

 -آلفا حلقه در واقع GAGA شده حفاظت بسیار درتوالی

 جدا را ريبوزومی ای.ان.آر 28S زيرواحد( S/R)ريسین/سارسین

. شودمی پروتئین سنتز توقف باعث امر اينو .کنندیم دپورينه()

های بازدارنده از پروتئین نوع 11 که است شده مشخص امروزه

 ای آران دپوريناسیون از نظر صرف که دارند وجود ريبوزوم

 دو و ایرشته تک)  DNAکردن دپورينه توانايی ريبوزومی،

 و Aپلی توالی ،( cap دارای)RNA  ،(شده سوپرکويل و ایرشته
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 mRNAگسترده فعالیت از نشان که دارند هم را هاويروس در 

 Zhu)دارد HIV حتی انسانی و حیوانی گیاهی، هایويروس علیه

et al. 2018)  .و ويروسی ضد قارچی، ضد فعالیت همچنین 

 درشرايط گیاهان در های بازدارنده ريبوزومپروتئین کشیحشره

است  رسیده اثبات به ترانسژنیک گیاهان در و شیشه درون

(Walsh et al. 2013) . پروتئینMAP  يک مهار کننده قوی

های گیاهی و جانوری بوده و در گذشته مشخص تکثیر ويروس

 در تواند مانع تولید پروتئینموثری می به طورشده است که 

فرنگی ، موزايیک گوجه(TMV)های موزايیک توتون ويروس

ToMV ويروس ،X زمینی سیب(PVX) و ويروسY  سیب

بتازگی (. Kusumawati et al. 2015شود ) (PVY) زمینی

بر روی برگ گیاه  M. jalapa مشخص شد اسپری عصاره ريشه

تواند باعث می Vigna unguiculataمحک لوبیای چشم بلبلی 

های موضعی نکروز ايجاد شده توسط ويروس کاهش تعداد لکه

Groundnut bud necrosis (GBNV)  در مقايسه با نمونه شاهد

ای تحت شرايط گلخانه ،اندمنفی که عصاره را دريافت نکرده

 Sangeethaشود و همزمان موجب کاهش تیتر ويروس گردد )

et al. 2020 .) 

 هایدر کنترل ويروس ها MAP پروتئین ن نقشنیهمچ     

در گذشته اثبات  HIVو نیز  Cهپاتیت نوع  جانوری همچون

(. با وجود آنکه مشخص شده که Fan et al. 2009شده است )

ترکیبات فنلی موجود در عصاره خام گیاهان از قابلیت القاء 

 Murphyهای سیستمیک در گیاهان برخوردار است )دفاع

های مولکولی اثر ضد ويروس ( ولی هنوز بسیاری از جنبه2001

در اين تحقیق تاثیر ضد ويروسی  آن نامشخص باقی مانده است.

گیاه لاله عباسی از طريق بررسی اثر پروتئین در  MAPپروتئین 

مورد  N. benthamianaدر گیاه  PVYºو  CMV-Fnyآلودگی 

بررسی قرار گرفت. همچنین تاثیر پروتئین مذکور در توان 

نیز مورد  Myzus persicae (Sulzer)با ناقل شته  PVYانتقال 

های مذکور از اين جهت انتخاب ويروس .گرديدواقع بررسی 

های محیطی مانند افزايش شدند که در گذشته نقش تاثیر تنش

 .N گیاه های در سلولتکثیرآنها روش در بقاء و  2COدما و 

benthamiana  به اثبات رسیده بود(Del toro et al. 2015). 

 

 هامواد و روش

و تعیین کمیت و  از گیاه لاله عباسی MAPاستخراج پروتئین 
 کیفیت آن

صورتی  گیاه لاله عباسی در فصل خرداد از منظوربرای اين      

رشد يافته بود ورامین  ستانشهر که به صورت خودرو در

 .Mبا مقدار بالا در ريشه و برگ گیاه  MAPاستفاده شد. 

jalapa تجمع پیدا می( کندKubo et al. 1990 .) برای بررسی

های گیاه لاله عباسی در بافت MAPبیشترين مقدار حضور 

آوری شده در اين پژوهش استخراج به صورت جداگانه از جمع

گیاه لاله  و برگ ريشهز ترکیب همزمان بافت بافت ريشه و يا ا

قبل  های مختلف گیاه لاله عباسیبافتشد.  انجامعباسی بهاره 

قرار داده سلسیوس درجه  -۲1از استخراج پروتئین در فريزر 

( Irvin 1975مطابق روش ) MAPاستخراج پروتئین . ندشد

ترکیب بافت ريشه و يا گرم از  11میزان ابتدا  .انجام پذيرفت

میلی  11در  طورجداگانهه ب ريشه و برگ هایهمزمان بافت

آب مقطر استريل توسط دستگاه مخلوط کن به خوبی  لیتر

 41میزان با عصاره  از لیتر یمیل 41حدود شد سپس همگن 

به مخلوط حاصل درصد  61آمونیم سولفات  از ماده لیتر میلی

دقیقه  11مخلوط حاصل برای مدت شد. هم زده باضافه و خوب 

و با میزان نیروی گريز از مرکز  گرادسانتیدرجه  چهاردر دمای 

10000 g  درصد آمونیم  111رونشین میزان به  .شدسانتريفوژ

با شرايط قبل مجدد مخلوط حاصل شد و سولفات اضافه 

 mM 10)بافر  میلی لیتر 11رسوب حاصل با  سانتريفوژ شد.

Tris-HCl, pH 7.5, 0.1 mM ß-mercaptoethanol, 0.2 mM 

EDTA)   ۲11ترکیب و در کیسه ديالیز وارد شده و درون 

 1۲. تعويض بافر هر شددر يخچال ديالیز  مذکوربافر  لیتر میلی

. در نهايت محتوی درون کیسه ديالیز دارای شدساعت انجام 

که  DEAE- celluloseدرون يک ستون پروتئین استخراج شده 

و شسته شد سپس ريخته و بود کالیبره شده  بافر فوقبا از قبل 

حضور . گرديدآوری های پروتئین به صورت مجزا جمعبخش

لاله  و برگ ريشه هایبافت ازاستخراج شده  MAPپروتئین 

با استفاده از ژل پلی اکريل آمايد ناپیوسته به روش عباسی 

(SDS-PAGE)  .منظور پس  ينا یبرامورد بررسی قرار گرفت

ها به نمونه ،SDSماده  توسط حرارت و یناز دناتوره شدن پروتئ

 1۲ یوستهناپ یدآم يلاکر یژل پل یبر رو یترکرولیم 16 یزانم

 روش مطابق SDS-PAGE شدند. الکتروفورز الکتروفورزدرصد 

ساعت  سهتا  دو( انجام شد. بعد از Laemmli 1970استاندارد )

ولت،  311با ولتاژ سانتیگراد درجه  چهارالکتروفورز در دمای 

 Coomassie brilliant blue R-250 (0.5%, w/v)با رنگ  ژل

  .شد آمیزی رنگ دقیقه 31 برای
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و مايه کوبی با  MAPبا  N. benthamianaی هاگیاهچه تیمار
  CMVو PVYويروس های 

در شرايط استاندارد  هاگیاهچهکاشت، نگهداری و تیمار      

 %21گراد، رطوبت نسبی درجه سانتی ۲ ± ۲1گلخانه ای شامل 

 ساعت( هشت) کیي( و تارساعت 14و دوران متناوب نوری )

 11ی هاگلداندر  N. benthamianaی هاگیاهچهانجام شد. 

توسط بافر  برگی شش تا چهار مرحلهدر گرمی کاشته شده و 

صورت مکانیکی با نسبت هبpH 6/2 بامولار  1/1فسفات پتاسیم 

 ويروسوزنی/حجمی )بافت برگ/بافر( توسط  يکبه  يک

 PVYº-UKو  CMV-Fny (Acc.no. D00356.1)های

(Acc.no. KY112748) شناسی مرکز تهیه شده از گروه ويروس

-CSIC-CIB)تحقیقات علوم زيستی شهر مادريد کشور اسپانیا 

Mardid-Spain) دو روز قبل و دو روز بعد از بی شدند. وکمايه

 MAP، عصاره N. benthamianaهای گیاهچه کوبیمايه

در  µg311 (µg111 در مجموع مقدارصورت مستقیم و به هب

به در دو روز بعد از مايه کوبی با ويروس(  µg111دو روز قبل و 

روز  16 بنتامیاناهای گیاهچه ها اضافه شد وخاک پای گلدان

. ندها مورد ارزيابی قرار گرفتبه هريک از ويروسپس از آلودگی 

و در هر تکرار تعداد  انجام شد مستقلاين آزمون در دو تکرار 

مايه کوبی و هر گیاه  CMV-Fnyگیاهچه بنتامیانا با  11تعداد 

تیمار شد و همچنین  MAPاز  میکروگرم 311میزان  بنتامیانا با

تیمار  MAPاز گرممیکرو 311گیاهچه سالم با مقدار  سهتعداد 

دريافت  MAPآب به جای  تنها گیاهچه سالم ديگر نیز سهو 

که با  CMV-Fnyگیاهچه آلوده به  سه ادنمودند. همچنین تعد

MAP های به عنوان شاهد قرار تیمار نشده بود در کنار نمونه

برای تحقیق بر روی  گیاهچه بنتامیانا ۲1)در مجموع  داده شد

 .Nگیاهچه  11 تعداد (. همزمانCMVدر  MAPتاثیر 

benthamiana  به طور جداگانه باºPVY  میزان  باو هر گیاهچه

گیاهچه  سهتیمار شد. همچنین تعداد  MAPاز  میکروگرم 311

تنها گیاهچه سالم نیز  3و  MAPماکرگرم از 311سالم با مقدار 

گیاهچه  سههمچنین تعداد  .دريافت نمودند MAPآب به جای 

های تیمار نشده بود در کنار نمونه MAPکه با   ºPVY آلوده به

گیاهچه بنتامیانا  ۲1به عنوان شاهد قرار داده شد )در مجموع 

 (.ºPVYدر  MAPبرای تحقیق بر روی تاثیر 

 Myzusتوسط شته ناقل  ºPVYدر توان انتقال  MAPتاثیر      

persicae  مطابق روش(Del Toro et al. 2019)  انجام پذيرفت

 یکلنسن سوم و چهارم حاصل از  هایپورهبرای اين منظور 

)اهداء شئه از گروه ويروس M. persicae خالص  هایشته

به ( CIB-CSICشناسی مرکز تحقیقات علوم زيستی مادريد 

گرسنه نگاه  ساعت درون ظروف دربسته مرطوب سهمدت 

آلوده به  بنتامیانابرگ  سطح فوقانی بر رویآنگاه . داشته شدند

ºPVY  مايه روز قبل توسط عصاره آلوده به ويروس  16که

جهت تغذيه دقیقه  11مدت ه ب کوبی مکانیکی شده بود

. سپس با استفاده از قلمو و در زير گیرندگی قرار داده شدند

بر  ºPVYبه شده  آلوده تغذيه کرده و شته پنجبینوکولر تعداد 

قرار  جهت تغذيه دهندگی سالمای هبرگ سطح فوقانیروی 

و  نموده تغذيه دقیقه 11 داده شد تا اجازه و به آنها داده شدند

ها گیاهچه .کشته شدند APHI-conسپس توسط شته کش 

-رشد جهت ارزيابی یهاپس از شسته شدن سطح برگ به اتاق

صورت هب يابا شته و  ºPVY مايه کوبی .بعدی منتقل شدند یها

 .Nگیاهچه  1تعداد در دو تکرار و در هر تکرار با  مکانیکی

benthamiana های مايه کوبی شده با گیاهچه. انجام پذيرفت

MAP  گیاه  1تیمار شدند. همزمان تعدادN. benthamiana  نیز

 به عنوان شاهد با بافر فسفات پتاسیم مايه کوبی شدند.

-های مورد ارزيابی تا زمان بررسی سرولوژيکی در اتاقکبنتامیانا

  های رشد قرار گرفتند.

 
 یها یويروس یمیزان پروتئین پوشش یسرولوژيک یها ارزيابی
CMV  وPVY 

مايه  N. benthamianaهای ويروس در گیاهچه تیترتعیین      

 PVYبا  ياهر دو ويروس و با کوبی شده به صورت مکانیکی 

کوبی با روز پس از مايه 16 بعد از M. persicaeتوسط شته 

 Quantitative -DAS-ELISA کمیاستفاده از آزمون الايزای 

. بررسی قرار گرفتمورد ( Mondal et al. 2016مطابق روش )

 يا CMVهايی که با بنتامیاناگیاهان نیکوتیانا برای اين منظور 

PVY  بصورت مکانیکی و يا باPVY  شده  ايه کوبیمتوسط شته

گرم میکرو 311 مقداريا بودند و توسط بافر فسفات پتاسیم 

MAP 6/2 تیمار شده بودند توسط بافر فسفات پتاسیم pH  

ماده  دارای سوبسترا اضافه نمودن بافر ازند. بعد استخراج شد

با ها چاهک درون (Sanofi, French)فسفات  پارانیتروفنیل

 زرد حضور رنگ و زايی رنگ واکنش بروز برای ساعت نیم فاصله

 موج طول در  (ELX 800-Biotek)مدل  خوان يزاالا دستگاه با

              با استفاده از فرمولها انجام پذيرفت. خوانش نانومتر 611

n = X¯+ 3SD ها صورت پذيرفت. مقايسه میزان جذب نمونه

های سالم و غیر آلوده بوده و جذب نمونه Xدر اين فرمول 

بود معادل آلوده در  nجذب نمونه هايی که معادل يا برابر عدد 

برای  شد. انجام جدا تکرار چهار در ها آزموننظر گرفته شد. 

 استفاده شد تصادفی کاملاا  آزمايشی طرحها از مقايسه کمی داده
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 از استفاده اب و شده نرمالها میانگیندانکن  آزمون از استفاده با و

 ترسیم مربوطه هیستوگرامآنالیزهای آماری و  SPSS افزار نرم

 . گرديد

 
برای بررسی میزان حضور نسخه  Real-time RT-PCRآزمون 
  PVYهای ژن

بر اساس  PVY تیتردر کاهش میزان  MAPاز آنجايی که      
عمل نمود لذا از آزمون پی  CMVنتايج آزمون الايزا موثرتر از 

 PVYهای ژنی سی آر کمی برای محاسبه میزان حضور نسخه
-( در نمونهDel Toro et al. 2015مطابق دستورالعمل موجود )

 MAPکنترل کننده  مقدارهايی استفاده شده که با بهترين 
(µg311 تیمار شده بودند. اين آزمون در سه تکرار و در زمان )

کوبی ويروس انجام شد. برای اين روز بعد از مايه 16و  2های 
زنی ها از برگ مايهبافت نمونه (total RNA)منظور آر.ان.ای کل 

برش گرد سه شده به نحوی استخراج شد که در هر استخراج از 
 RNAمتر سطح برگ استفاده شد. استخراج سانتی يکبا قطر 

 ,TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CAکل با استفاده از معرف 

USA)  مطابق دستورالعمل شرکت انجام شد و حذف آلودگی

DNA ها توسط کیت از نمونهTurbo DNA–free kit 

(Ambion, Austin, TX, USA)  انجام شد. آزمون پی سی آر
کرولیتر حاوی یم 11ک تیوب در حجم نهايی کمی به صورت ت

 Brilliant III Ultra-Fastماده  میکرولیتر 2/1گرهای : واکنش

RT-qPCR Master Mix (Agilent, Santa Clara,CA, USA), 
آب مقطر میکرولیتر  2MgCl ،1/1میلی مولار  1/۲شامل 

آنزيم  واحد آنزيم در میکرولیتر( ۲1) میکرولیتر 1/21استريل، 
Reverse transcriptase  شرکت(Agilent, USA)،  1/11 

 مقداربا   Dithiothreitol (Agilent, USA)از ماده میکرولیتر 
با کرومولار از هر کدام از آغازگرها یم 1/3میلی مولار ،   111

از آر.ان.ای استخراج میکرولیتر  سهو میکرومولار  پنجغلظت 
انجام شد. برای اين میکرولیتر نانوگرم بر  11شده با غلظت 

-´PVY-Fw (5آغازگرهای آزمون از

CTGTGGGGACAAAGGGAGTA-3´) وPVY-Rv (5´-

GGATGCTTGCGGATTTCATA-3´)   برای تکثیر بخشی
جفت باز استفاده  ۲11باندازه حدود  PVYاز پروتئین پوششی 

-´18SrRNA-Fw (5شد. همچنین از آغازگرهای 

GCCCGTTGCTGCGATGATTC-3´) 18 وSrRNA-Rv 

(5´-GCTGCCTTCCTTGGATGTGG-3´)  برای تکثیر ژن
18S rRNA  و  داخلیبه عنوان کنترل  بنتامیانانیکوتیانا گیاه

جهت نرمال سازی واکنش پی سی آر استفاده شد. واکنش پی 

 .Rotor-Gene Q thermal cycler (Qiagenسی آر در دستگاه  

Venlo, Limburgh, Netherlands)  به صورتOne-Tube  با
 11درجه سلسیوس  11ی به شرح ذيل انجام شد: واکنش دماي

چرخه حرارتی  61دقیقه و  سهدرجه سلسیوس  11دقیقه، 
ثانیه و شیب حرارتی  ۲1درجه  41ثانیه،  11درجه  11شامل 

تا  41از  (melting)نهايی افزايشی برای محاسبه دمای ذوب 
 پنجس در هر درجه سلسیويک درجه سلسیوس با افزايش  11

تکرار برای هر  دوهای پی سی آر با سه بار تکرار و ثانیه. واکنش

نمونه در هر با تکرار واکنش انجام پذيرفت. بررسی میزان تکثیر 
Gene -Rotorو توسط نرم افزار  T ΔΔC−2ژن با استفاده از روش 

Q Series Software (Qiagen)  برای هر نمونه مستقل انجام
 SPSSافزار پذيرفت. آنالیز آماری نتايج با استفاده از نرم

Statistics (IBM, Armonk, NY, USA) .انجام شد 

 
 تیمار بنتامیانانیکوتیانا های های مرفولوژيکی گیاهفاکتورارزيابی 
 MAPشده با 

در  MAPجهت بررسی سازوکار تاثیر غیرمستقیم پروتئین      

های گیاهی از طريق تاثیر در توان زيستی گیاه، کنترل ويروس

 بنتامیانانیکوتیانا های برخی از فاکتورهای مرفولوژيکی گیاه

های تر و خشک ساقه، ريشه و برگ در مانند وزن شده تیمار

سالم و  بنتامیانانیکوتیانا های گیاهچه تیمارروز پس از  16زمان 

روز پس از تیمار در  16و  2، 3ی هانیز طول ساقه در زمان

های غیر تیمار مطابق با روش بنتامیانانیکوتیانا مقايسه با 

(Sadeghian et al. 2013) خشک مورد ارزيابی قرار گرفت. وزن 

 مدت سه روز اندازه به C11°آون  در ساقه و ريشه قراردادن با

همچنین به منظور بررسی تاثیر بهترين  .شد يادداشت و گیری

در میزان محتوی پروتئین کل بافت   MAPکنترل کننده مقدار

 بنتامیانانیکوتیانا های ها، غلطت پروتئین کل بافت برگبرگ

 اين در شد. یینتع برادفوردروش مورد ارزيابی با استفاده از 

به  (BSA) سرم گوساله گاوی پروتئین سريال رقت از روش

 تام پروتئین میزان گیریاندازهعنوان پروتئین استاندارد جهت 

. از اين روش جهت تعیین مقدار (Bradford 1976) استفاده شد

های سالم و آلوده بافت برگ نمونهموجود در  تام پروتئین

 MAP میکروگرم 311 مقدارتیمار شده با  بنتامیانانیکوتیانا 

 گلخا های رشدی بنتامیاناها درشاخصهای ارزيابی استفاده شد.

 کاملا طرح پايه قالب در فاکتوريل صورت به و  در سه تکرار نه

- نرم از تحلیل آماری و تجزيه منظور به  گرفت انجام تصادفی

 SPSS Statistics (IBM, Armonk, NY, USA)آماری  فزارا

 .شد استفاده
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های تیمار شده با بنتامیانانیکوتیانا فنل کل در  مقدارتعیین 
MAP 

يک شاخص  ،رشدیهای در ادامه بررسی شاخص     

نیز مورد ارزيابی قرار گرفت. مرتبط با متابولیسم بیوشیمیايی 

نیکوتیانا های فنل کل بافت برگ گیاهچه مقداربرای اين منظور 

بعد از تیمار با  روز 16و  2، 3های در زمان های سالمبنتامیانا

محاسبه گرديد.  MAPمیکروگرم  311و  111،۲11 مقادير

های تیمار بنتامیانانیکوتیانا فنل کل بافت برای اين منظور 

 ( به شرح ذيل استخراج شد:Hemm et al. 2004مطابق روش )

متانول  میلی لیتر يکگرم بافت برگ را در  1/1ابتدا میزان 

درجه  21در  هدقیق 11به خوبی خرد نموده و برای  81%

 میلی لیتر يک. سپس میزان داده شدسانتیگراد مخلوط را تکان 

آب مقطر استريل و  لیترمیلی پنجاز عصاره متانولی فوق به 

نرمال  يک(Folin Ciocalteu) معرف فولین میکرولیتر  ۲11

درجه سانتیگراد برای  ۲1اضافه شد و مخلوط واکنش در دمای 

میزان آبی شدن رنگ محلول در  ودقیقه نگهداری  پنجتا سه 

نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر محاسبه  2۲1طول موج 

 قالب در فاکتوريل صورت به سه تکرار و . اين آزمون نیز با شد

در اين  MAPدر کنار  .گرفت انجام تصادفی کاملا طرح پايه

به  بنتامیانانیکوتیانا آزمون از آب برای تیمار برخی گیاه های 

های مربوط به عنوان گیاه کنترل منفی استفاده شد و مقايسه

 نمونهنسبت به شده های تیمار نمونهتغییر محتوی فنل در 

 کنترل منفی انجام شد.

 

 نتايج 

های نیمه خالص از بافت MAPپس از استخراج پروتئین      

با وزن  MAPمختلف گیاه لاله عباسی مشخص شد که غلظت 

در بافت ريشه بسیار کمتر از آنچیزی است  kDa ۲2مولکولی 

های لاله های ريشه و برگ نمونهکه به طور همزمان از بافت

-(. اگرچه در تمام استخراج1عباسی استخراج شده است )شکل 

برای  MAP-1کیلودالتونی متعلق به  ۲2اند اختصاصی ها ب

نیمه  MAPژل الکتروفورز  در های لاله عباسی نمايان شد.نمونه

های مختلف گیاه لاله عباسی خالص استخراج شده از بافت

مربوط به ايزوفرم  kDa 11همچنین پروتئین با وزن مولکولی 

 MAP-1مشاهده شد. بر خلاف  MAP-2ديگر پروتئین با نام 

های غلظت اين پروتئین در بافت ريشه بسیار بیشتر از بافت

 (. 1بود )شکل  گیاه لاله عباسی برگ و ريشه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

اهک چ)برگ لاله عباسی که با استفاده از کیسه ديالیز از آموده پروتئینی خالص شده  SDS-PAGEپروفیل پروتئینی حاصل از الکتروفورز  .1شکل 

. های ريشه و برگ گیاه لاله عباسی( انجام پذيرفتاستخراج شده از بافت MAP:  6و  3های اهکچاستخراج شده از بافت ريشه،   MAP:۲و  1های 

 مقدارمشاهده می شود. در کنار نمونه های لاله عباسی از ی پروتئینی در بین ساير باندها MAP مخصوصکیلودالتون  ۲2 حدود باند اختصاصی

µg111 پروتئین BSA  مقداربرای ستجش MAP وزن مولکولی استفاده شد. همچنین از مارکر (M)  شرکت(New England Biolabs Inc, USA) 

در میلی لیتر عصاره استخراج  100µgحدود  Image Jتوسط نرم افزار  BSAبا مقايسه شدت نور باند با  MAPمیزان در کنار نمونه ها استفاده شد. 

 شده تعیین گرديد.
Fig. 1. Protein profile obtained by SDS-PAGE for the protein extract purified from mirabilis leaves performed with 

dialysis bag (wells 1 to 4 are for different mirabilis plants). MAP specific protein band with a size about 27kDa 

observed among the other protein bands. BSA with a concentration of 100 µg was used beside the mirabilis jalapa plant 

samples to assess the MAP concentration. Molecular protein marker (New England Biolabs Inc, USA) used beside the 

other samples. MAP concentration was determined about 100 µg/ml in extracted sap by comparing with the intensity of 

the BSA band using with the Image J software. 
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 مقدار)با  BSAهمچنین با مقايسه شدت نور باند حاصل از 

µg1111) غلظت ،MAP 111 ،در عصاره استخراج شده 

به منظور بررسی  داده شد.کروگرم در میلی لیتر تشخیص یم

و  CMV-Fnyو  PVYºهای ويروس تیتردر کاهش  MAPتاثیر 

 .Nهای گیاهچه با شته ناقل، PVYنیز توان انتقال 

benthamiana کوبی با روز پس از مايه 16 در کوبی شدهمايه

توسط آزمون الايزا مورد ارزيابی قرار  هاويروسهر يک از 

هر دو ويروس در  تیتردار گرفتند. نتايج حاکی از کاهش معنی

کاربرد (. ۲شاهد بود )شکلگیاه انتقال مکانیکی در مقايسه با 

موجب کاهش  پروتئین توانسته بودمیکروگرم  311 مقدار

و  %18به ترتیب به میزان  CMV-Fnyو  PVYº تیتردار معنی

 (. ۲شود )شکل  11%

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مقدار در کاهش  MAPبرای بررسی اثر پروتئین DAS-ELISA آزمون حاصل از طول موج نانومتر(  611نوری )در  مقايسه میانگین جذب .2شکل 

آلودگی. همزمان، تعدادی از گیاهچه های توتون به عنوان روز بعد از  16تا  N. benthamianaگیاهچه های در  CMV-Fnyو  PVYº ويروس های

فقط  CMV-Fnyشته استفاده شد ولی برای مايه کوبی با مکانیکی و مايه کوبی از  PVYºشاهد با بافر فسفات پتاسیم آلوده شدند. جهت مايه کوبی

روز بعد از آلودگی با مايه کوبی  16تا  PVYºو  CMV-Fnyموجب کاهش معنی دار تیتر  MAPپروتئین   از مايه کوبی مکانیکی استفاده شد.

بر روی  . ستارهبعد از مايه کوبی با شته مشاهده نشد ºPVYبرتیتر   MAPمکانیکی در مقايسه با نمونه شاهد شد در صورتی که تاثیر معنی دار 

 می باشد. (P < 0.05)هیستوگرام بیانگر سطح معنی داری 
Fig. 2.  Comparison of the mean light absorbance values (at 405 nm wave length) obtained by DAS-ELISA for 

evaluating the MAP protein antiviral effect in decreasing the CMV-Fny and PVYº titre in N. benthamiana seedlings up 

to 14 days after inoculation. Some N. benthamiana seedlings were just mechanically inoculated by the buffer as for 

control. For PVYº transmission, mechanical inoculations as well as inoculation with the aphid were done but CMV-

Fny, was just mechanically inoculated. MAP protein significantly decreased the CMV-Fny and PVYº titre compared to 

the control plant, upto 14 days after inoculation but did not show any significant effect on the PVYº titre after aphid 

inoculation. Star on the histogram indicated to the significance level (p < 0.05). 

 

در انتقال با شته  PVYº تیترداری در اين وجود تفاوت معنی با

های موجب القاء سیستم MAPنداشت به اين مفهوم که وجود 

نتايج آزمون  شود.دفاع گیاه برای مقابله در برابر شته ناقل نمی

Real-time RT-PCR های ژنی نشان داد تعدا نسخهPVYº  در

در  MAPاز میکروگرم  311 مقدارهای تیمار شده با نمونه

 PVYºآلوده شده به  N. benthamianaهای گیاهچهمقايسه با 

زنی با روز پس از مايه 16و  2های و تیمار نشده در زمان

روز پس  16داری کاهش يافته است و تا ويروس به طور معنی

برابر در مقايسه با نمونه شاهد آلوده  1/۲از مايه کوبی به میزان 

 (. 3)شکل  است کاهش نشان داده
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در کاهش میزان حضور نسخه   MAPمیکروگرم از  311برای بررسی تاثیر غلظت  quantitative RT-PCRهیستوگرام مربوط به نتايح  .۳شکل 

می باشد. برای  p<0/05روز پس از مايه کوبی. ستاره بیانگر احتمال اختلاف معنی دار بین تیمارها در سطح  16و  2های در زمان PVYºهای ژنی از 

PCR  از آغازگر اختصاصی تکثیر کننده بخشی از ژنوم ويروس که مسئول کد نمودن پروتئین پوششی آن بود استفاده شد. تجزيه میانگین ها توسط

 16برابر تا  1/۲به میزان  ºPVYهای ژن دار سطح نسخهانجام شده است. نتايج بیانگر کاهش معنی SPSSافزار در نرم U Mann-Whithneyآزمون 

 کوبی می باشد.روز پس از مايه
Fig. 3. Histogram for the quantitative RT-PCR pertaining to the effect of MAP at 300µg concentration on decreasing 

the PVYº genomic transcript level at 7 and 14 days post inoculation. Star indicated the significant deference between 

the treatment at p<0.05 level. A part of PVYº genome that is responsible for encoding the coat protein was amplified by 

specific primers in PCR. Mean values were analyzed with the U Mann-Whithney test involved in SPSS software. 

Results indicated to the significant 2.5 fold decrease in the PVYº- genomic transcript level up to 14 days post 

inoculation. 

 

،  MAPگی غیرمستقیم ندکنترل کنجهت بررسی اثر 

 تیمار N. benthamianaهایدر گیاهچه رشدیهای شاخص

)در حجم  MAPاز  کروگرمیم 311 و 111 هایمقداربا  شده

های مورد استفاده مطابق دستورالعمل توضیح داده خاک گلدان

در روز چهاردهم پس از  شده در بخش مواد و روش تحقیق(

آماری قرار تجزيه مورد  MAPهای آلوده با گلدان، تیمار

باعث میکروگرم  311مقداردر  MAP. نتايج نشان داد ندگرفت

برابر در  ۲تیمار تا میزان های در گیاهچهدار رشد افزايش معنی

با اين وجود اختلاف  ،شدهای تیمار شده با آب مقايسه با نمونه

 مقدارهای تیمار شده با نمونهداری در میزان افزايش رشد معنی

تیمار شده با آب در  هایگیاهچهو  MAPمیکروگرم  111

 311 مقداردر  MAP(. 6شکل های سالم مشاهده نشد )نمونه

ترتیب موجب ه ب CMVو  PVYآلوده به هان در گیامیکروگرم 

برابر نسبت به گیاه  3/۲و  4/۲دار رشد به میزان افزايش معنی

که  است به اين مفهوماين موضوع سالم تیمار نشده شد. 

شاخص بهتر رشدی را نسبت به  PVYآلوده به  هایگیاه

(. با اين 6شکل نشان دادند )از خود  CMVهای آلوده به نمونه

 .N آلوده و تیمار نشده هایگیاهچهوجود در مقايسه 

benthamiana  باMAP  آلوده تیمار شده با  هایگیاهچهبا

نگرديد داری مشاهده تفاوت معنی MAPمیکروگرم  111 مقدار

 (.6شکل )

تاثیر قابل  MAPمیکروگرم  111 مقداراز آنجائی که 

های رشدی گیاه نداشت لذا در بررسی ای در شاخصمشاهده

های ريشه، ساقه و های تر و خشک بافتمیزان تغییر در وزن

استفاده شد. نتايج  MAPمیکروگرم  311 مقداربرگ از تنها 

-بافتهای تر و خشک وزن PVYنشان داد در زمان آلودگی به 

 مقدارتیمار شده با  N. benthamianaهایگیاهچههای مختلف 

داری در مقايسه با شاهد معنی به طور MAPمیکروگرم  311

طوری که بیشترين ه ب ،کندتیمار شده با آب افزايش پیدا می

شکل های مختلف ديده شد )های تر بافتافزايش در وزنمیزان 

آلوده به  هایگیاهچههای برگ، ساقه و ريشه (. وزن تر بافت1

PVY  تیمار شده با آب به ترتیب به های گیاهچهدر مقايسه با

همچنین  (.1شکل ) ندبرابر افزايش نشان داد 1/1و  ۲، 1میزان 

در  PVYو آلوده به  MAPهای تیمار شده با نمونهوزن خشک 

تیمار نشده بودند  MAPکه با  شاهدهای مقايسه با توتون

داری را نشان داد. با اين وجود در زمان آلودگی به افزايش معنی

CMV های تیمار شده با در توتونMAP  در مقايسه با شاهد

 .(1شکل داری مشاهده نشد )تیمار نشده تفاوت معنی
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های در گیاهچه مترمیکروگرم در افزايش طول ساقه بر حسب واحد سانتی 311و  111های مختلف در غلظت MAPمقايسه اثر .۴شکل 

Nicotiana benthamiana  آلوده شده با CMV-Fny  وPVYº  ،16 های تیمار شده با روز پس از مايه کوبی با ويروس. در کنار نمونهMAP  از

های سالم آلوده نشده به عنوان شاهد برای مقايسه انجام شد. همچنین از نمونه (ddH2O)تیمار شده با آب  Nicotiana benthamianaهای گیاهچه

 باشد.می (P < 0.05)داری استفاده شد. حروف بر روی هیستوگرام بیانگر سطح معنی MAPبا ويروس جهت تیمار با 
Fig. 4. Comparing the effect of MAP at 100 and 300 µg concentrations on the stem length of the Nicotiana bethamiana 

seedling based on the centimetre unit, 14 days after inoculation with the CMV-Fny and PVYº viruses. Treatment with 

the double distilled water (ddH2O) considered as the control beside the MAP treated samples for comparisons. Letters 

on the histograms indicate the significant difference level (P < 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

روز پس  Nicotiana benthamiana ،16های مختلف گیاه های تر و خشک بافتمیکروگرم در میزان وزن 311در غلظت  MAPمقايسه اثر .5شکل 

به عنوان شاهد برای مقايسه انجام شد.  O) 2(ddHتیمار با آب MAPهای تیمار شده با ، در کنار نمونه ºPVYو  Fny -CMVاز مايه کوبی با 

 (P < 0.05)داری استفاده شد. حروف بر روی هیستوگرام بیانگر سطح معنی MAPهای سالم آلوده نشده با ويروس جهت تیمار با همچنین از نمونه

 می باشد.
Fig. 5. Comparing the effect of 300 µg concentration of MAP on the dry and fresh weights quantity of the Nicotiana 

benthamiana seedlings infected with CMV and PVY, 14 days after inoculation. Treatment with the double distilled 

water (ddH2O) considered as the control beside the MAP treated samples for comparisons. Letters on the histograms 

indicated to the significant difference level (P < 0.05). 
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 .Nهایگیاهچهپروتئین تام بافت برگ  میزان

benthamiana  آلوده به  هاینمونهتیمار شده با عصاره در

های شاهد تیمار نمونهدر مقايسه با  CMVو  PVYهای ويروس

های نمونهنشده مورد مقايسه قرار گرفت. نتايج نشان داد که در 

شاهد و تیمار شده با ويروس، غلظت پروتئین کل بافت برگ تا 

های مورد بررسی به طور نمونهروز چهاردهم بعد از تیمار 

پس از تیمار  ۲1داری افزايش پیدا کرده و سپس تا روز معنی

 .Nهایگیاهچه(. در 4کند )شکل کاهش پیدا می

benthamiana وتئین کل پر مقدارها آلوده به هر يک از ويروس

های عاری از ويروس تیمار شده با نمونهبافت برگ در مقايسه با 

MAP با اين وجود بیشترين میزان افزايش  ،کندافزايش پیدا می

در مقايسه با ساير تیمارها  PVYآلوده شده به  هاینمونهدر 

بعد از  MAPهای تیمار شده با (. در نمونه4مشاهده شد )شکل 

برابر در  1/1دار پروتئین کل تا افزايش معنی PVYآلودگی به 

های سالم تیمار شده با عصاره مشاهده شد. مقايسه با نمونه

های تیمار شده پروتئین کل بافت برگ توتونمقدار همچنین 

دار بیشتر از به طور معنی PVYآلوده به  MAPبا 

آلوده به و  MAP تیمار شده با N. benthamianaهایگیاهچه

CMV  (.4بود )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های آلوده شده با در گیاه Nicotiana benthamianaمیکروگرم در میزان غلظت پروتئین کل بافت برگ  311در غلظت  MAPمقايسه اثر .6شکل 

CMV-Fny  وPVYº  روز پس از مايه کوبی با ويروس ۲1و  16، 2، 3در روزهای(DPI)  های آلوده به ويروس و بر حسب میکروگرم. در کنار نمونه

به عنوان شاهد برای مقايسه استفاده  MAPعاری از ويروس و تیمار شده با  Nicotiana benthamianaهای تیمار، از گیاهچه MAPتیمار شده با 

میزان پروتئین کل بافت با استفاده از روش برادفورد انجام شده  . محاسبهMAPهای سالم آلوده نشده با ويروس و تیمار شده با : نمونه NTشد. 

 می باشد. (P < 0.05)است. حروف بر روی هیستوگرام بیانگر سطح معنی داری 
Fig. 6. Comparing the effect of 300 µg MAP concentration on the total protein concentration (microgram) of the CMV 

and PVY inoculated Nicotiana benthamiana leaves, 3, 7, 14 and 21 days after inoculation with virus (DPI). In addition 

to the infected benthamiana seedlings and treated with the MAP, healthy benthamiana plants that was just received the 

water considered as the control in each assay. NT: Virus free healthy tobacco plants treated with the MAP. Total protein 

concentration was measured by the Bradford method. Letters on the histograms indicate the significant difference level 

(P < 0.05). 
در متابولیسم و توان زيستی   MAPجهت بررسی اثر 

تیمار شده، میزان محتوی فنل  N. benthamiana هایگیاهچه

های سالم )آلوده نشده با ويروس( تیمار نمونهکل بافت برگ 

در  MAPاز  میکروگرم 311و  111،۲11 مقدارهایشده با 

آماری قرار گرفت تجزيه پس از تیمار مورد  16و  2، 3روزهای 

نتايج نشان داد مقدار فنل کل بافت برگ از روز سوم (. 2)شکل 

های تیمار در در گیاهچه MAPهای پس از تیمار با تمام غلظت

با  يابد.افزايش می MAPمقايسه با نمونه شاهد تیمار نشده با 

میکروگرم میزان  311به  111از  MAPافزايش میزان غلظت 

تیمار شده  سالم N. Benthamianaهایفنل کل نیز در گیاهچه

دار در مقايسه با نمونه شاهد سالم تیمار نشده معنیافزايش 

. میزان فنل کل در روز چهاردهم پس از تیمار با پیدا کرد

MAP شکل  به میزان دو برابر نمونه شاهد بدون تیمار رسید(

2.) 
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کل بافت برگ دار مقدار فنل میکروگرم موجب افزايش معنی 311در غلظت  MAPبا  Nicotiana benthamianaتیمار گیاهچه های  .7شکل 

روز  16( تا  ddH2O سالم تیمار شده با آب Nicotiana benthamianaهای های کنترل )گیاهچههای بنتامیانا تیمار در مقايسه با گیاهچهگیاهچه

 باشد.می (P < 0.05). حروف بر روی هیستوگرام بیانگر سطح معنی داری MAPها با : روزهای پس از تیمار گیاهچهDPIپس از تیمار شد. 
Fig. 7. Nicotiana benthamiana tobacco seedlings treated with the 300 µg concentration of the MAP resulted in the 

significant increase in the total phenol content of the leaves compared to the control (healthy seedlings treated with 

water ddH2O) N. benthamiana plants up to 14 days after the treatment. DPI: Days post inoculation with MAP in treated 

plants. Letters on the histograms indicate the significant difference level (P < 0.05). 

 

 بحث

-خاک گلدانار منشان داد تیيج اين بررسی در مجموع نتا     

اند ن کاشته شدهآدر  N. benthamianaهای گیاهچههايی که 

 تیتردار معنیباعث کاهش  MAPمیکروگرم  311 مقدار با

روز پس از تیمار  16تا  CMV-Fnyو  PVYºهای ويروس

به  MAP. همچنین مشخص شد می شود بنتامیاناهای گیاهچه

می  CMV-Fnyنسبت به  ºPVYمیزان بیشتری باعث کنترل 

در  تنها و با ناقل نشد PVYºموجب کنترل انتقال  MAP. گردد

در گذشته  .بودکوبی مکانیکی موثر کنترل آلودگی از طريق مايه

 PVYتواند باعث کاهش آلودگیمی MAPمشخص شده بود که 

اما توان جلوگیری از انتقال در انتقال مکانیکی شود  PVXو 

CMV  توسط شته ناقل را ندارد(Kubo et al. 1990; Vivanco 

et al. 1999 ولی با اين وجود در خصوص انتقال )PVY  با شته

مطالعاتی صورت نگرفته در کنترل آن  MAPمکانیسم عمل و 

-می MAPمطالعات گذشته نشان داده بود که  همچنین .بود

تواند با کاهش جمعیت شته ناقل موجب کنترل ويروس 

ها و همچنین سفیدبالک Turnip mosaic virusموزائیک شلغم 

با اسپری  ۲118در سال  Zhe(. Waziri et al. 2015شود )

باعث ايجاد  M. jalapaنمودن عصاره آبی استخراج شده از 

در  Nicotiana tabacumمقاومت سیستمیک در گیاه توتون 

های متعلق به جنسبرابر تعدادی از عوامل بیماريزای ويروسی 

Tospovirus ،Tobamovirus  وPotyvirus در مورد اثر  .شدند

نتايج تحقیقات گذشته نشان داده بود  MAPغیرمستقیم 

برخوردار است  DNAاز توان تخريب و هضم   MAPکه

(Bolognesi et al. 2002; Zullies 2003 و حتی عصاره ) خام

موجب تخريب  آنزيم نوکلئاز مانندتواند به گیاه لاله عباسی می

 Bolognesiهای اسید نوکلئیک به صورت فیزيکی شود )مولکول

et al. 2002; Kale et al. 2015م عمل (. با اين وجود مکانیس

 پنجآن نامشخص باقی مانده است. در گیاه لاله عباسی تا کنون 

گزارش شده است که هر کدام در  MAPايزوفرم از پروتئنی 

و  های مولکولی متفاوت حضور دارندهای مختلف با وزنبافت

های مولکولی به آن با وزن دوو  يکهای تاثیر مثبت ايزوفرم

 PVXو  TMVهای کیلودالتون بر علیه ويروس 31و  ۲2ترتیب 

 MAPبیشترين میزان  (.Kumar et al. 2015) اثبات شده است
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 Kubo etکند )تجمع پیدا می M. jalapaدر ريشه و برگ گیاه 

al. 1990 .)  الگوی پروتئینی حاصل از الکتروفورزMAP 

های ريشه و برگ گیاهان لاله عباسی در استخراج شده از بافت

 تا ۲2های با وزن مولکولی اين پژوهش بیانگر حضور پروتئین

های با وزن پروتئین. با اين وجود ساير کیلودالتون بود 31

کیلودالتون  11کیلودالتون مانند پروتئین  31مولکولی بالاتر از 

های موجود در نمونه MAPبا غلظت بالا در الگوی پروتئینی 

توان اثرات کنترل کنندگی استخراج شده وجود داشت که نمی

های مورد بررسی در اين تحقیق را ناديده آنها را بر علیه ويروس

  های تکمیلی بیشتر دارد.ات اين امر نیاز به پژوهشگرفت و اثب

در تحقیق  Real-time RT-PCRنتايج آزمون در اين پژوهش 

بود. اين  PVYهای ژنی نسخه میزانحاضر نیز بیانگر کاهش 

بر روی  MAPتواند بواسطه اثر مستقیم نوکلئازی کاهش هم می

ژنوم باشد و هم امکان دارد کاهش توان تکثیر ژنوم ويروس به 

باشد. و ترجمه با فاکتورهای بسط رونويسی  MAPخاطر رقابت 

از نوع  MAPهمانطور که در بخش مقدمه توضیح داده شده 

تواند جلوی باشد و میهای مهار کننده ترجمه میپروتئین

. (Walsh et al. 2013) بگیرد هارا در سلول RNAبرداری نسخه

الايزا و پی سی آر بیانگر کاهش  هایدر مجموع نتايج آزمون

بود که اين  PVYºهای های ژنومی و نیز پروتئینتعداد رونوشت

 ژنهای بیان و ترجمه در مهار MAPامر بیانگر عملکرد مناسب 

 یکه در خصوص ويژگ یاگذشته تحقیقات در .بود ويروس

بصورت مستقیم بر  MAPانجام پذيرفته بود،  MAP یضدويروس

آلوده به صورت مستقیم تیمار شده بود  یهاهبرگ گیا یرو

(Verma & Kumar 1980 در اين تحقیق .)MAP  به خاک پای

آلوده ريخته  بنتامیانانیکوتیانا های های حاوی گیاهچهگلدان

س های رووي تیترشد و نتايج نشان داد که  از اين طريق نیز 

نتايج اين بررسی نشان داد مورد تحقیق کاهش پیدا می کند. 

تیمار شده با  بنتامیانانیکوتیانا که فاکتورهای رشدی گیاه 

MAP  .که اين موضوع بدين مفهوم است افزايش نشان می دهد

از توان تحريک متابولیسم گیاه برخوردار است و  MAPاحتمالا 

تواند به صورت غیرمستقیم با افزايش توان زيستی گیاه می

موجب بالا رفتن سطح تحمل گیاه میزبان آلوده به ويروس شده 

  و از اين طريق موجب کنترل آلودگی ويروسی می شود.

 میکروگرم 311 مقداردر  MAPنتايج نشان داد از طرفی      

بنتامیانای های گیاهدار محتوی فنل کل در باعث افزايش معنی

های تیمار شده با برابر در مقايسه با نمونه 1/1تیمار تا میزان 

داری در میزان افزايش با اين وجود اختلاف معنی .آب می شود

و  MAPمیکروگرم  111 مقدارهای تیمار شده با نمونهرشد 

های سالم مشاهده نشد تیمار شده با آب در نمونه هایگیاهچه

نیز در میکروگرم  ۲11مقداردر  MAPدر اين تحقیق(. 6)شکل 

 مقداردار های سالم نیز موجب افزايش معنیبنتامیانانیکوتیانا 

 MAPکه اين موضوع بدان معنی است فنل کل بافت برگ شد. 

می تواند موجب افزايش تدريجی و پايدار متابولیسم در 

تولید فنل در (. 2های تیمار شود )شکل بنتامیانانیکوتیانا 

از آنزيم هايی است که در گیاهان نیازمند فعالیت تعداد زيادی 

 مقدار(. افزايش Hao et al. 1996اکسیداسیون آن نقش دارند )

فنل در گیاه موجب بهتر شدن متابولیسم گیاه می شود و سلول 

های دفاعی درون سلول و نیز تولید های برای ساخت رنگدانه

های مختلف نیاز به تولید و مصرف ترکیبات سلول در بافت

(. تحقیقات Lopez-Lefebre et al. 2000) فنلی ساده دارند

دهد تجمع زيادی در گذشته انجام شده است که نشان می

های مرکب در گیاهان موجب افزايش مقاومت گیاه به فنل

شود های گیاهی میهای زيستی از جمله ويروسآلودگی

(Simons & Ross 1971; Ruiz et al. 1999; Ruiz et al. 

اين بررسی نیز نشان داد که در اثر تیمار  (. نتايج حاصل از2003

ها فنل در بافت مقدار MAPبا  بنتامیانانیکوتیانا های گیاهچه

يابد به اين مفهوم که توان زيستی و دفاعی گیاه افزايش می

تواند موجب اکسیداسیون ترکیبات فنلی می .يابدافزايش می

نتايج همچنین ها شده باشد.  کاهش تیتر ويروس در بافت

تحقیقات گذشته نشان داده بود که عصاره برگ گیاه لاله 

-های موضعی مانند مرگ برنامهاعفعباسی از توان تحريک د

های در سلول (PCD) (Programmed cell death) ريزی شده

. برخوردار می باشدجانوری بر علیه عوامل بیماريزای ويروسی 

سیستمیک را نیز در های توانند دفاعمیعصاره حاصله همچنین 

 .Verma et alنمايد ) های گیاهی القاءوسيرگیاهان بر علیه و

1979; Verma & Kumar 1980; Ikawati et al. 2003  دفاع .)

-عالیتفهای موضعی و سیستمیک در گیاهان حاصل افزايش 

از  حاکینتايج اين بررسی نیز  .باشدمی هاهای متابولیکی آن

پس از  بنتامیانانیکوتیانا های متابولیسم گیاه افزايش میزان

از توان  MAPتوان انتظار داشت که لذا می بود MAPتیمار با 

های های سیستمیک و موضعی بر علیه ويروستحريک دفاع

از اين طريق  .مورد بررسی در اين پژوهش برخوردار بوده است

های مذکور را کاهش توانسته سطح آلودگی هر يک از ويروس

موجب  MAPنشان داد که  بررسیدهد. با اين وجود نتايج اين 

بلکه با افزايش  ،شودنمی CMV-Fnyو  PVYºکنترل کامل 

 به تواند موجب افزايش سطح تحملتوان متابولیسمی گیاه می

-می پژوهششود. نتايج اين  شده تیمار بنتامیاناهایآلودگی در 
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 ترکییات زيستی ضد ويروسیو MAP  استفاده از تواند برای

 CMVجهت مديريت مبارزه و کنترل ها در سطح گلخانه مشابه

 کاربرد داشته باشد. PVYو 
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