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 گونه Cucumber mosaic virus (CMV) ویروس موزاییک خیار
است. در این  Bromoviridaeاز خانواده  Cucumovirus جنس شاخص

رقم  ی مرتبط با رشد و نمو و متیلاسیون در یکهاژنتحقیق بیان برخی 

برای  فرنگی آلوده به ویروس موزاییک خیار بررسی شد.حساس گوجه

 ویروس Fnyارد گر جدایه استاندهای آلودهی از همسانهفرنگگوجه سازیآلوده

ه از ی شدهای رونویسموزاییک خیار استفاده شد. بدین منظور پس از تهیه نسخه

ا هونوشتای یک، دو و سه ویروس موزاییک خیار، رگر آرانهای آلودههمسانه

 ر علائم وپس از ظهوشدند و  زنیمایهابتدا روی توتون در مرحله چهاربرگی 

فرنگی وجه گمکانیکی روی  صورتبهایجاد آلودگی، عصاره گیاه توتون آلوده 

رحله از شد. پس از بروز علائم در چندین م زنیمایهدر مرحله چهاربرگی 

برداری نمونه زنی،روز پس از مایه 21و  14، 7های زمانی گیاهان آلوده در فاصله

ی هان داراای کل از گیات. پس از استخراج آرانی آلوده انجام گرفهابرگاز 

ر بعلائم حضور ویروس با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ویروس منطبق 

ع و ی مرتبط با دفاهاژنشد. بیان برخی از  تأییدبخشی از ژن پروتئین پوششی 

 Real Time PCRتوسط   AGO4و Hsp90 ،AGO1  متیلاسیون مانند
در  HSP90مانند  هاژننشان داد که میزان بیان برخی از ی شد. نتایج گیراندازه

ر روز د، AGO1های آلوده کاهش یافته بود. همچنین بیان ژن یفرنگگوجه

ر د ،افتو چهاردهم پس از آلودگی در مقایسه با گیاه سالم افزایش یهفتم 

یاه سالم گپس از آلودگی میزان بیان این ژن نسبت به  21در روز  کهحالی

ر دآلوده به ویروس موزاییک خیار،  در گیاهان AGO4 یافت. بیانکاهش 

لودگی، آروز پس از  21و 14روز هفتم نسبت به گیاه سالم کاهش اما در روز  

د ناشی از توانمی احتمالاً AGOتغییرات بیان ژن در افزایش بیان نشان داد. 

  اشد.تاخیر در القای این ژن توسط ویروس در مرحله اول بروز علایم ب

 

 .Real Time PCRویروس موزائیک خیار، بیان ژن،  :یدیکل هایهواژ

 

 
 

Cucumber mosaic virus (CMV) is a type member of 

Cucumovirus genus in the family Bromoviridae. In this 

research, the expression profile of several genes related 

to development and methylation was tested in a 

sensitive variety of tomato infected by CMV-Fny. 

Tomato inoculation was carried out using a standard 

isolates of CMV (Fny). To this aim, transcripts of 

RNA1, RNA2 and RNA3 of CMV were transcribed 

and then, inoculated using sap inoculation on tobacco 

plants at the four-leaf stage. After symptoms induction, 

leaf samples were collected at 7, 14 and 21 days post 

inoculation (dpi). The virus infection was confirmed by 

RT-PCR using CMV-CP specific primers 

corresponding coat protein gene. The expression of 

several genes related to development and methylation 

including Hsp90, AGO1 and AGO4 was tested by real-

time PCR. The results showed that the expression of 

HSP90 was decreased after infection by CMV 

compared to healthy plans. In addition, the expression 

of AGO1 was increased at 7 and 14 dpi whereas the 

expression was decreased compared to healthy plans at 

21 dpi. The expression of AGO4 which has the role in 

plant defense was increased in infected tomato plants at 

14 and 21 dpi and AGO4 expression was decreased 

compared to healthy plant in 7 dpi. It seems, changes in 

AGOs expression refer to late induction of plant 

resistance against the virus infection.  

 

Keywords: Cucumber mosaic virus, Expression Gene, 

Real Time PCR. 

 

 

 ی  فرنگگوجه AGO4 و  HSP90، AGO1ی هاژنبیان افتراقی 
 در مواجهه با ویروس موزاییک خیار
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 مقدمه
 Solanum علمی نامفرنگی با گوجه

lycopersicum L. پرمصرف و شناخته  گیاهان از
 در پرو کشور بومی است که جهان سراسر در شده

 قرن اواسط در است، این گیاه جنوبی آمریکای
 هجدهم قرن اواخر تا و شده وارد اروپا به شانزدهم

 گرفته استمی قرار استفاده مورد زینتی گیاه عنوانبه
(Mortezaei Nejad & Etemadi 2005) .حال در 

 مدل عنوانبه گسترده طور به یفرنگگوجه حاضر
 که د،شومی استفاده های مختلفتحقیقاتی در بخش

 تاس Solanaceae خانواده ای ازنماینده
(Wieczorek et al., 2013.) سازمان آمار طبق 

 دیتول زانیم( FAO) یجهان یکشاورز و خواربار
در حدود  2016سال  در فرنگیگوجه یجهان
 نیدر ا رانیا دیتول میزان بوده که تن 359/042/177

 ,Anonymous) شد گزارش تن 633/372/6سال 

2016) . 
ی فرنگگوجهکننده کشت یکی از عوامل محدود

 هایبیماری های ویروسی است که ازبیماری
 ویروس به توانمی فرنگیگوجه مهم ویروسی

 ییکموزا ویروس فرنگی،گوجه برگ پیچیدگی
کرد  اشاره فرنگی و ویروس موزاییک خیارگوجه

(Wieczorek et al., 2013.) اریخ کییموزا روسیو 
(Cucumber mosaic virus) های یکی از ویروس

به فرنگی است که متعلق مزارع گوجه کنندهآلودهمهم 
 Bromoviridaeخانواده و  Cucumovirus جنس

س باعث این ویرو .(Kouakou et al., 2016) است
و سبز روشن  کییموزا بروز علائمی مانند نکروز و

روی شدن برگ تغییر شکل برگ و بندکفشی
 .(Palukaitis et al., 2003)گردد فرنگی میگوجه

ای آرآن از سه قطعه اریخ کییموزا روسیژنوم و
 شده لیتشک RNA-3و  RNA-1، RNA-2 شامل

 زین( RNA4) یژنوم ریزای آران کیو دارای 

 بردارینسخهای سه آران 3' هید که از ناحباشمی
که  کندمیرا رمز  a1 نیپروتئ ای یکآران .دگردیم

بلکه که نه تنها در تکثیر  است کازیرپل میاز آنزی جزئ
 Kim et) دهم نقش دار کیستمیسهای آلودگی در

al., 2008،) نیروتئپ ای دوآران a2 و b2 ای آران و
پروتئین و  (Coat Proteinپروتئین پوششی ) سه

نمایند می را رمز (Movement Protein) حرکتی
(Kim et al., 2008) .نیپروتئ a2 عنوان به
 RNA dependent RNA polymeraseکی

(RdRp) دخالت روسیی وهمانندسازکرده و در  عمل 
 عنوانبهدارد از جمله  فهیوظ نیچند2b  نیدارد. پروتئ

 در برابر نویسیروژن پس از  یبازدارنده خاموش
 ,.Kim et al) دینمایمعمل  زبانیم یدفاع ستمیس

های مهم و عمده برای مکانیسمیکی از  .(2008
خاموشی ای گیاهی در گیاهان مقابله علیه ویروس

است که در  یا دهیپد ایآران یخاموشای است. آران
 .دشومیمهار  ایآرانانواع  کمکهژن ب انیآن ب

 یسیپس از رونو و یسیح رونودر دو سط ژن یخاموش
 کنندهخاموش سیستم اصلی اجزای افتدیاتفاق م

( DCL) ریبونوکلئاز هایپروتئین از عبارتند ایآران
 پلیمراز ایآران و AGO پروتئین ،Dicer مانند

 .(Ando et al., 2019)  (RDR) ایبه آران وابسته
های ژنتیکی دفاعی تنظیم یکی دیگر از مکانیسم

 کیافزودن  ونیلاسیمتمتیلاسیون است.  هانژبیان 
 ایاتم ) کی ینیگزیجا ای ایاندی یرو لیگروه مت

 ,.Hsu et al) است لیگروه مت کیگروه( توسط 

د در اصلاح فلزات توانمی ونیلاسیمت .(2010
و  نیعملکرد پروتئ میژن، تنظ انیب میتنظ ن،یسنگ

 ونیلاسیمتداشته باشد.  دخالت ایآرانپردازش 
است.  یضرور یسلول رشد و زیتما یبرا ایاندی

موارد  یدر برخکه ، مشاهده شده است نیعلاوه بر ا
 Phillips)ژن دارد  انیدر ب ینقش مهم ونیلاسیمت

et al., 2008)سیتوزین متیل پنج به سیتوزین . تغییر 



 33 ...  یفرنگگوجه AGO4و   HSP90 ،AGO1 هایژن یافتراق انیباصغری و همکاران:  

 

 

 ژنومی است ایاندی در مهم اپی ژنتیکی تغییر یک
(Bird, 1992.) خاموشی با سیتوزین نمتیلاسیو این 

 سیتوزین متیل پنج با یهاژن و است همراه ژن
 مرحله در معمولا  خود پروموتور ناحیه در فراوان

 .(Jones et al., 2001) ندشومی خاموش رونویسی
ند باشمیمتیلاسیون  تأثیریی که تحت هاژنبرخی از 

و  AGO4aو  DRM2، NRPE1 ،NRPD2 عبارت

AGO1 های روتئینبرخی از پ. هستندAGO عنوانبه 
کنند و با سایر فاکتورهای رونویسی عمل می

این که  دلیلبهفاکتورهای رونویسی در تعامل هستند. 
را  ای هدفبرش آرانشناخته شده  AGOاولین 

دهنده های برشپروتئین عنوانبهکرد، کاتالیز می
 (.Song et al., 2004)اند شدهشناخته 
در سطح رونویسی شامل  خاموشی ژن هایکمپلکس
AGO4 ،AGO6، AGO9 24های کوچک ایآران و 

 (.Havecker et al., 2010)هستند نوکلئوتیدی 

های خاموشی ژن در سطح پس از رونویسی کمپلکس
 21-22های کوچک ایو آران AGO1 ،AGO7شامل 

 (Montgomery et al., 2008)نوکلئوتیدی هستند 
AGO1 ایآرانکردن خاموش در ینقش مهم 

از  ی میزبانهاژن یانب یمتنظدارد و در  یروسیو
 کندمی یفای نقشا ایمیکرو آرانعملکرد  یقطر

(Ando et al., 2019)  مؤلفه عنوانبه همچنینو 
 که (miRNA) ایمیکروآران مسیر در RISC اصلی
 ترجمه مهار یا برش طریق از را هدف هایایآران

 ,.Varallyay et al) کندمی بازی نماید،می تنظیم

2013). AGO1 های کوچکایآرانبارگیری  در 
پروتئین  یک ت وگذار اس تأثیرویروس موزاییک خیار 

 .برش دهنده است
 به AGO4aآرگونات از جمله  هایپروتئین 

ها را به سمت و آن ها متصل شدهایمیکروآران
 یتا مناطق خاص ندینمایم تیهدا RISCکمپلکس 

 ,.Matzke et alقرار دهند )ا هدف ر ایاندیاز 

2015; Baumberger et al., 2005)در هش. ج 

AGO4 جایگاه دست بال در DCL3 و RDR2 
 در دشومی AGO4 پروتئین انباشت کاهش باعث
 ای هیچآران PolV دستپایین سمت در کهحالی
 دهندهنشان که. ندارد AGO4 پایداری بر یتأثیر
 است AGO4 پایداری در های کوچکایآران نقش

(Hamera et al., 2016.)  
ها Heat shock Protein  هاژنگروه دیگری از 

در گیاهان و جانوران حفاظت  هاژنهستند. این 
های دمایی اند و نقش مهمی در پاسخ به تنششده

شوک  یسیرونو فاکتورHSP90 کنند. ژن ایفا می
 HSF (Heat shock transcription یحرارت

factors) زنده و  یهاتحمل به تنش میدر تنظ
 یشوک حرارت یسیاست. فاکتور رونو ریدرگ رزندهیغ

HSFدر فرم  ستند،یکه تحت تنش ن ییها، در سلول
 ( وجود داردایاندیشونده به متصل  ری)غ کیمنومر
 یهاتوروکه به پروم مریله تنش به فرم تریوسو به

 گرددیم لیتبد ندشومیمتصل  یشوک حرارت
(Vierling et al., 1991). HSP90  گروهی از

HSPهای مولکولی وابسته بهها هستند که چاپرون 
ATP اند که برای توانایی و بسیار محافظت شده

ند. با باشمیهای یوکاریوتی ضروری ماندن سلولزنده
این که ژن از چندین گونه گیاهی جداسازی شده 

ظیم آن در اما اطلاعات مربوط به عملکرد و تن ،است
 (.Liu et al., 2004) گیاهان محدود است

یک آلودگی به ویروس موزای تأثیردر این تحقیق 
ی با فرنگگوجهخیار در میزبان مهم و اقتصادی 

یون در ی مرتبط در دفاع و متیلاسهاژنبررسی بیان 
 روزهای مختلف بررسی شده است.

 

 هامواد و روش
 کشت گیاه و تلقیح با ویروس 

در قالب طرح کاملاا تصادفی با شش تکرار از  آزمایش
 گیاهان آلوده و سالم انجام شد. بدین منظور رقم

Marglobe فرنگی که به ویروس موزاییک گوجه
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(، Saristan et al., 2005) خیار حساس است
های پلاستیکی به قطر استفاده شد. گیاهان در گلدان

اک در شرایط گلخانه کاشته شدند. خ مترسانتی 12
رفته مخلوطی از خاک حاصلخیز مزرعه و پرلیت کارهب

بود. دمای  1:1:2و کود دامی پوسیده به نسبت 
و  دگراسانتیدرجه  22-28گلخانه در طی آزمایش 

 16:8درصد و شرایط نوری  40تا  30رطوبت نسبی 
 ساعت )تاریکی: روشنایی( تنظیم شد.

 CMV-Fny ایه گیاهان از جد سازیآلوده منظوربه
روس وی Iاستفاده شد. این جدایه متعلق به زیرگروه 

رد اندارد موجدایه است عنوانبهموزاییک خیار است که 
که ویروس گیرد. با توجه به ایناستفاده قرار می

 هر ای مجزا استموزاییک خیار دارای سه قطعه آران
ی راب .کدام از قطعات درون پلاسمید قرار گرفته است

 ه کلون بهگیاهان از س سازیآلودهها و تهیه رونوشت
که به ترتیب حاوی  p309و  p109، p209های نام

ند دو و سه ویروس موزاییک خیار بود ،ای یکآران
 (.et al., 2003 Palukaitis) استفاده شد

ابتدا پلاسمیدهای مذکور حاوی قطعات ژنومی 
سویه  E. coliای یک، دو و سه، به باکتری آران

DH5α سپس  ک حرارتی انتقال داده شدند.با روش شو
های ژنومی ویروس، هر ایی آرانهارونوشت یهته یبرا

خطی  PstI یمآنز توسط کدام از پلاسمیدهای ذکرشده
تهیه شدند  گرآلوده هایکلون از هایی کهشدند. رونوشت

 Nicotiana clelvellandi تکثیری میزبان روی

انجام  ورمنظبهشدند.  زنیمایه مکانیکی صورتبه
، چهار گیاه توتون در مرحله چهاربرگی آماده شد زنیمایه

ی هامیکرولیتر مخلوطی از رونوشت 15و روی هر برگ 
شد.  زنیمایههای ژنومی ایشده هر کدام از آرانتهیه

 2/0ها از بافر فسفات سدیم زنی رونوشتبرای مایه
مولر استفاده شد. پس از ظهور علائم در گیاهان 

های ن، عصاره گیاهی تهیه شده و گیاهچهتوتو
 صورتبهفرنگی با استفاده از عصاره تهیه شده گوجه

مولر  2/0مکانیکی با استفاده از بافر فسفات سدیم 
 زنی شدند.مایه

 
 شدهزنیبرداری از گیاهان مایهبررسی علایم و نمونه

ی هاژنی برخبروز  یو بررس روسیو یابیرد منظوربه
جوان بعد از  یهابرگ، از زبانیدر م مورد بررسی

ری علایم بیمازنی روز از مایه 21 و 14هفت،  گذشت
 هلافاصلب هاانجام گرفت. نمونه بردارینمونهبررسی و 

 عیازت ما یدر ظرف حاو قهیدو دق یال کی حدود
ر کل د ایانآرجهت استخراج  سقرار گرفته و سپ

 .شدند دارینگه دگراسانتی درجه – 80 زریفر
 

  RT-PCRردیابی ویروس با روش  

در  هاژنن ردیابی ویروس و نیز بررسی بیا منظوربه
 100از حدود  ایگیاهان تلقیح شده، استخراج آران

ا ه، بهای برداشت شدمیلی گرم بافت گیاهی از نمونه
 (Agilent, USAای  )استخراج آراناستفاده از کیت 

 ایتفاده شد. برمطابق دستورالعمل شرکت سازنده اس
 استخراج شده ازهای ایآرانو کیفیت  کمیت سنجش

( Thermo scientific USA) دستگاه نانودراپ
 .استفاده شد
ای مکمل( با استفاده از ان)دی cDNAسنتز 

( طبق TaKara, Japan) cDNAکیت ساخت 
انجام گرفت. مطابق  دستورالعمل شرکت سازنده

ک میکروگرم از دستورالعمل شرکت سازنده حدود ی
ای مکمل انشده برای ساخت دیای استخراجآران

استفاده شد. دو میکرولیتر از آغازگر اختصاصی و یا 
ای با یک میکروگرم از آران Oligo dtآغازگر 
شده مخلوط شده و توسط آب دیونیزه به استخراج

میکرولیتر رسانده شد. سپس، مخلوط  5/10حجم 
درجه  65سایکلر در دمای آماده شده در دستگاه ترمو

د گراسانتیدرجه  25پنج دقیقه و  مدتبهد گراسانتی
ده دقیقه قرار داده شد. پس از قرار دادن  مدتبه
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 10Xمخلوط روی یخ، مخلوطی شامل دو میکرولیتر 

Script Buffer (50 Mm Tris-HCl, 750 mM) 
KCl ،2mM MgCl 30 ، L of dNTP mixμ 2.0

(10 mM )5/0 تر میکرولیRNase Block 

Ribonuclease Inhibitor (40 U/ μL)  و یک
 Affinity Script Multipleمیکرولیتر 

Temperature Reverse Transcriptase  به
ها در سپس میکروتیوب. ها اضافه شدمیکروتیوب

د برای مدت  گراسانتیدرجه  50ترموسایکلر در دمای 
 10 مدتبهد گراسانتیدرجه  70دقیقه و دمای   60

دقیقه قرار داده شدند. حضور ویروس موزاییک خیار 
با استفاد از آر سیآرتی پیدر نمونه ها با استفاده از روش 

( 1آغازگرهای منطبق بر ژن پروتئین پوششی )جدول 
 5/12آر در حجم سیمورد بررسی قرار گرفت. پی

 Master mix  تریکرولیم 25/6شامل میکرولیتر 
از  تریکرولیم Ampliqon ،25/0ساخت شرکت 

مکمل  ایانید تریکرولیم 2ی اختصاصی، آغازگرها
انجام شد. برنامه  زهیونیآب د تریکرولیم 75/3الگو و 

به صورت برای ردیابی ویروس موزاییک خیار،  آرسیپی
درجه  94 یدر دما هیاول یسازواسرشتمرحله  کی

 رد هیثان 30 یسازواسرشت قه،یدق 2 یبراگراد سانتی
درجه  54 در هیثان 45، اتصال گراددرجه سانتی 94

 گراددرجه سانتی 72 در هیثان 30و بسط  گرادسانتی
 10 مدتبه ییمرحله بسط نها کیو  کلیس 35 یبرا
واکنش . دیانجام گرد گراددرجه سانتی 72در  قهیدق

ای مکمل حاصل از انمراز  روی دیای پلیزنجیره
های ایاز آران  واکنش نسخه برداری معکوس

های های برداشت شده در زمانشده نمونهاستخراج
میکرولیتر انجام  5/12مختلف نیز در حجم نهایی 

آر استاندارد جهت بررسی اولیه و سیگرفت. برنامه پی

 کیبه صورت های مختلف در نمونه هاژنردیابی 
درجه  94 یدر دما هیاول یسازواسرشتمرحله 

در  هیثان 30 یسازواسرشت قه،یدق 3 یبرا گرادسانتی
درجه  50در  هیثان 30، اتصال گراددرجه سانتی 94

 گراددرجه سانتی 72 در هیثان 30و بسط  گرادسانتی
 7 مدتبه ییمرحله بسط نها کیو  کلیس 35 یبرا
. در تمامی دیانجام گرد گراددرجه سانتی 72در  قهیدق

شاهد منفی  عنوانبهمراحل از گیاه سالم و آب دیونیزه و 
استفاده گردید. برای ارزیابی محصولت واکنش 

مراز، الکتروفورز افقی در ژل آگارز یک ای پلیزنجیره
 ( انجام شد. 1X) TBEدرصد و بافر  

 
-Realبررسی بیان ژن در گیاهان آلوده با کمک 

Time PCR. 

ی هاژنای مکمل بیان اندی ایآران پس از تهیه 
AGO1 ،AGO4 و HSP90  7در سه بازه زمانی ،

با  Real Time PCRروزه با کمک روش  21و  14
سه تکرار بیولوژیکی و سه تکرار تکنیکال مورد 

 Corbettبررسی قرار گرفت. بدین منظور از دستگاه 

Rotar Gene Q  (Qiagene و محلول سایبر گرین )
 استفاده شد.

ی هاژن( 1اختصاصی )جدول  آغازگرهای از
چنین از آغازگرهای اختصاصی ژن و هم مذکور

GAPDH استفاده شد استاندارد ژن عنوانبه.  
ی مورد مطالعه از هاژندر بررسی بیان هر یک از 

 سه تکرار بیولوژیک و دو تکرار تکنیکال استفاده شد.
درجه  95چرخه حرارتی شامل یک چرخه در دمای 

 20درجه  95دقیقه، چهل چرخه شامل  15 مدتبه
 20درجه برای  72ثانیه و  20درجه برای  55ثانیه، 

  ی شد. سازبهینهثانیه در دستگاه 

 
 ی مورد هدف در این تحقیقهاژننام و توالی آغازگرهای  .1جدول 

Table 1. Name and Primer sequences of target genes in this study 
 نام آغازگر توالی آغازگر ژن هدف منبع

Ghanbari et 
al., 2016 

GAPDH GGCTGCAATCAAGGAGGAA GAP For 
GAPDH AAATCAATCACACGGGAACTG GAP Rev 
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This study AGO1 GCTACTCAAATGGGAC AG1 For 
AGO1 AAGAAAAGCATGAAGGC AG1 Rev 

This study SLHSP90 GCACAGGCACTTAGGGACTC SLHSP For 
SLHSP90 CTGAGGTGAGAAGGGCAGTC SLHSP Rev 

This study AGO4 GCTACTCAAATGGGACAGTGG AG4 For 
AGO4 AAGAAAAGCATGAAGGCGTTAC AG4 Rev 

This study CP CGGATCCATGGACAAATCTGAATCAACC CMVCPF 
CP GGCGGCCGCTCAGACTGGGAGCACCCCAG CMVCPR 

 
 

 

 
 

 

 

 CTΔΔ-2  بر اساس فرمول CtΔها مطابق روش داده

ر ژن سیکلی، که در آن میزان تکثی CtΔآنالیز شدند. 
چرخه مرجع  عنوانبهد را شومیهدف وارد فاز صعودی 

ض در نظر گرفته شد که به اصطلاح سیکل آستانه فر
. میزان چرخه (Ramakers et al., 2003)د شومی

نه خه آستامقایسه با چر ی مورد مطالعه درهاژنآستانه 

محاسبه  CtΔΔبه روش  GAPDHژن استاندارد 
 از فرمول زیر:  CtΔΔگردید. برای محاسبه 

 =ΔΔCt 
ΔCt  )نمونه آلوده به ویروس(– ΔCt )نمونه سالم( 

 و نسبت ژنی از فرمول زیر محاسبه گردید: 
2-ΔΔCT = نسبت ژنی 

 بین هاژن بیان یتفاوت آمار یبررس یبرا 
 انسیوار یزاز آنال شاهد یروس وآلوده به و یاهانگ

الیز آن استفاده شد. SPSSنرم افزار  کمک با هاداده
و  SPSSر افزاها و رسم نمودار با استفاده از نرمداده

 انجام گرفت.  (2010اکسل )
 

  و بحث نتایج

در گیاه  ردیابی مولکولی ویروس موزائیک خیار

 یفرنگگوجه

قطعه  تکثیر با شده زنییهما گیاهان در ویروس وجود
. گرفت قرار بررسی مورد باز جفت 550 اندازه به ای

 ( نشان1) شکل در پلیمراز ایزنجیره واکنش نتایج
 از پس .یافته است تکثیر ویروس که است شده داده

 زنی شده توتون،ی مایههابرگویروس در  حضور اثبات

 رچها تا سه مرحله در فرنگیگوجه گیاهان زنیمایه
شد علائمی  انجام بودند یکسانی رشدی دارای که برگی

های سبز روشن هفت روز از قبیل موزائیک خفیف و رگه
زنی روز بعد از مایه 14مشاهده شد.  زنیمایهپس از 

 علائم یفرنگگوجهی هابرگی، فرنگگوجهگیاهان 
بدشکلی و  با کلروز همراه و رنگ کم سبز هایرگه

 رشد را نشان دادند. توقف کاهش رشد برگ و بوته
همراه با  هابرگشدن و بند کفشی شدن ها و باریکبوته

زنی تاول روی برگ در روز بیست و یکم پس از مایه
 طور به گیاهان  آلوده یهابرگ همچنین، .مشاهده شد

تر از کوتاه هابرگدم و هاگرهمیان و نکرده رشد کامل
 (. 2 )شکل ی سالم بودندفرنگگوجهگیاهان 

 
فرنگی در گیاهان گوجه AGO4تغییر بیان ژن 

 آلوده به ویروس  

دادند  نشان Real Time PCRدر در  هاداده آنالیز
 موزاییک ویروس به آلوده گیاهان در AGO4 که

ولی در  (3شکل)کاهش  آلودگی از پس روز 7 در خیار
و در  (3 شکل)افزایش معنی داری نشان داد  14روز 
روز بعد از آلودگی میزان بیان این ژن تغییر  21

. این (3 شکل)چندانی نسبت به گیاه شاهد نشان نداد 
د ناشی از تاخیر در القای توانمی احتمالا تغییرات بیان 

ناشی از حضور و تکثیر ویروس در  AGO4ژن 
 مرحله اول بیان علایم باشد. 
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غازگرهای فاده از آبا است الکتروفورز قطعات تکثیر شده مربوط به بخشی از ژن پروتئین پوششی ویروس موزاییک خیار .1شکل 

فتم، خیار به ترتیب در روزهای دوم، ه های آلوده به ویروس موزاییک: نمونهM :Ladder DNA 100bp ، 1-4اختصاصی، 
 سالم(: شاهد منفی )گیاه 6: شاهد مثبت 5، 21چهاردهم  و 

Figure 1.  Electrophoresis of amplified fragments corresponded to a part of Coat Protein gene of 
CMV using specific primers, M: Ladder DNA 100bp, 1-4: Infected samples by CMV in 2, 7, 14 

and 21 dpi. 5: Positive samples, 6: Negative sample (Healthy Plant) 

 
 لفر روزهای مختدی در مقایسه با گیاه شاهد سالم فرنگگوجهعلائم ویروس موزاییک خیار روی برگ . 2شکل 

 یر شکل برگ، موزاییک شدید( تغی4 ،( موزاییک و بدشکلی و تغییر شکل برگ3 ،( روز هفتم آلودگی موزاییک خفیف2 ،( گیاه سالم1
Figure 2. Symptoms of CMV in tomato plants in different days post inoculation. 

1) Healthy Plant, 2) 7 dpi, Mild mosaic, 3) 14 dpi, Mosaic, Leaf Deformation 4) Sever Mosaic, Leaf deformation 

 
فرنگی در گیاهان گوجه AGO1تغییر بیان ژن 

 آلوده به ویروس  

 بین که داد نشان AGO1 ژن بیان میزان بررسی
 موزائیک خیار و گیاهان ویروس با شده آلوده گیاهان

د که تفاوت بیان در سطح یک شومیدیده  تفاوت سالم
 داد نشان هاداده تجزیه و تحلیل .درصد معنی دار بود

 خیار موزاییک ویروس به آلوده گیاهان در AGO1 ژن
حدود دو نسبت به گیاه سالم در  آلودگی از پس روز 7 در

و این روند افزایش  (3شکل ) دارد بیان برابر افزایش
 ،روز پس از آلودگی نیز مشاهده گردید 14بروز در 

روز پس از آلودگی بیان این ژن  14که در طوریهب
نسبت به گیاه سالم افزایش نسبی داشت اما این افزایش 

د توانمینسبت به روز هفتم کمتر بود. افزایش بیان 
 آلودگی مقابل در میزبان بیشتر دفاعی عالیتف از ناشی

روز پس از آلودگی  21اما در  (.3شکل ) باشد ویروس
کاهش  بیان ژن دیده شد در مقایسه با گیاه سالم دیده 

پس از آلودگی بیان این ژن  21در روز  (.3شکل )شد 
در گیاه سالم حدود چهار برابر افزایش بیان در مقایسه با 

ین کاهش بیان در مقایسه با گیاه گیاه سالم داشت. ا
د ناشی از غلبه ویروس بر سیستم دفاعی توانمیسالم 

 گیاه و جلوگیری از خاموشی ژن توسط گیاه باشد.

فرنگی در گیاهان گوجه HSP90تغییر بیان ژن 

 آلوده به ویروس  

 اختصاصی آغازگرهای از استفاده باHSP90  تکثیر

 M            1             2            3             4           5         6              

1 2 
3 4 
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 یگرفت که نتیجه ارقر تأیید مورد آرسیپی در آزمون
ی اختصاصی مربوط به حاکی از تکثیر قطعه آرسیپی

 نتایج ،Real time PCR  آزمون از پس.این ژن بود
 مانند هاژن از برخی بیان میزان که داد نشان

HSP90 پس آلوده به ویروس های فرنگیگوجه در 
. این نتایج (3شکل)بود  یافته روز کاهش 7 گذشت از

روز پس از آلودگی نیز تکرار شد که این   14در تیمار 
 (. نتایج3کاهش میزان بیان ژن را تصدیق کرد )شکل

Real time PCR  ختصاصیا گر با استفاده از آغاز 

HSP90  روز آلودگی میزان بیان ژن در  14پس از
نمونه آلوده نسبت به نمونه سالم کاهش پیدا کرد. 

 تکرار زین یآلودگ از پس روز 21 خیتار با جینتا نیا
 حاصل آن افزایش بیان ژن مورد نظر بود و شد

 در  HSPکه افزایش بیان(. درحالی3 )شکل

های ویروسی و یا در پاسخ به یک تنش عفونت
به خوبی شناخته  ،عمومی القا شده توسط ویروس

روز  21شده است و در این آزمایش تنها در تاریخ 
فزایش و این ا کندمیپس از آلودگی این نکته صدق 

در  .مطابقت دارد هاژنبیان با نقش مقاومتی این 
سایر مطالعات افزایش میزان بیان این ژن در 

های مقاومتی اثبات شده است، در تحقیق حاضر تنش

 زنیمایهپس از  21نیز افزایش بیان این ژن در روز 
قرار گرفتن گیاه  تأثیرمشاهده شد که ناشی از تحت 
ه ویروس بر سیستم میزبان توسط ویروس و غلب

ام 14دفاعی گیاه است، کاهش بیان در روز هفتم و 
ناشی از تفاوت در  احتمالادر مقایسه سایر مطالعات 

سیستم بیماریزایی و تکثیر ویروس و همچنین غلبه 
مکانیسم مقاومت  عنوانبهبر سیستم خاموشی ژن 

علاوه بر این با توجه به علائمی که  ،میزبان است
میزان بروز علائم و غلبه بر سیستم  شرح داده شد

ام در مقایسه با 14دفاعی گیاه در روز های هفتم و 
 ام کمتر است.21روز 

 Small RNAsهای مؤثر در خاموشی ژن،پروتئین
  miRNAو siRNAهستند که به دو گروه اساسی 

 های آرگونات از جملهپروتئین شوند.تقسیم می
AGO4a  بهmiRNA  متصل  نوکلئوتیدی 24های

هدایت   RISCها را به سمت کمپلکسشده و آن
. را هدف قرار دهند DNA نمایند تا مناطق خاصی ازمی

بنابراین در مواجهه گیاه با آلودگی ویروس در روزهای 
میزان بیان این ژن جهت مقابله با آلودگی ام  21 ام و14

و تکثیر ویروس افزایش خواهد یافت تا توانایی خاموش 
 .ی ویروسی را داشته باشدهاکردن ژن
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با همسانه آلوده گر ویروس  زنیمایهروز پس از  21چهارده  و  ،هفتHsp90 و AGO4، AGO1ی هاژنبیان  .3شکل 

 موزاییک خیار

Figure 3. Expression of AGO4, AGO1 and HSP90, 7, 14 and 21 days post inoculation by infectious 

clones of CMV 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

ویروس در گیاه میزبان شدن در صورت فراگیر
ابد که در آن صورت یبیان این ژن نیز کاهش می

 طی د.شومیگسترش علائم ویروس در گیاه مشاهده 
 شواهدی ،(2012) و همکاران Hamera یپژوهش

با  AGO4 نیبا پروتئ  CMV 2bارائه دادند که
PAZ (PIWI/Argonaut/Zwille ) دومینشناخت 

 جیطور خلاصه، نتابه .دارد میارتباط مستق PIWI و
 AGO4عملکرد با د توانمی 2bدهد که یآنها نشان م
با توجه به  .و میزان بیان آن را تغییر دهد مقابله کند
میزان کاهش بیان این ژن ناشی از  احتمالااین نتایج، 

ویروس موزائیک خیار است، این  2bفعالیت بیشتر ژن 
قابل بازدارنده خاموشی ژن در م عنوانبهپروتئین 

و به فراگیرشدن  کندمیسیستم دفاعی گیاه عمل 
که از سیستمیک درحالی ،کندمیویروس در گیاه کمک 

. هامرا کندمیشدن خاموشی ژن توسط گیاه جلوگیری 
انجام دادند  2016در سال که  یپژوهش یط و همکاران

 ی آلودهسلول یهاعصاره ییایمیوشیب هیتجزبا 
A.thaliana 2یزان بیان م که ندشان دادنb  از ویروس

مسیر در  AGO4بیان  وموزاییک خیار در طی آلودگی 
موارد مختلف با هم تفاوت دارند. دفاعی گیاه میزبان در 

با دخالت در  اهانیدفاع گبازدارنده  عنوانبه 2bپروتئین 
 متوقف ورا  AGO4 یسیرونو ،ژن یخاموش میتنظ

مع تجکه  مطالعه مذکور نشان داد .کندمی کنترل
در  CMV و آلودگی به 2bتوسط  AGO4 پروتئین

گیرد، با این قرار نمی تأثیرتحت  A. thaliana اهیگ
های سلولجداسازی در  انیب یالگوها بررسی وجود
 Size) ایاندازهسی توسط کروماتوگرافی ربرو  آلوده

Exclusion Chromatography 2 که داد( نشانb 
 Hamera et) داردرا  AGO4 برهمکنش باتوانایی 

al., 2016) . 
AGO1 در که  استبرش دهنده  نیپروتئ کی

 های کوچک حاصل از برش قطعات ژنومیآران تولید
 یدر راستااست. گذار  تأثیر اریخ کیموزائ روسیو

 یبر خاموش یدر دفاع مبتن AGO1 یاتینقش ح
 سمیمکان کی عنوانبه، AGO1 انیب ی، القاایآران
ژن  نیا بیان شیاعث افزااست که ب زبانی میدفاع
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کنترل لزم به ذکر است  ،دشومی یدیمهم و کل
ی بیان لقااتوسط  AGO1 نیتجمع پروتئ

. با استفاده از تنظیم میگردد miR168 ایمیکروآران
 آلودگیگذرا و مطالعات مربوط به  انیب ستمیس کی
، مشخص شده است که ژن بازدارنده یروسیو

 Cymbidium ringspot virusاز  p19  یخاموش

(CymRSV) ایی بیان میکروآرانمسئول القا 
miR168 سطح  میو تنظAGO1 است 

(Várallyay et al., 2013)بطور  که نیوجود ا . با
با  سهیام در مقا 14در روز هفتم و  انیب شیافزا کلی

میزان افزایش بیان در گیاه  سالم مشاهده شد اما اهیگ
چهاردم نسبت به آلوده نسبت به گیاه سالم در روز 

افزایش بیان در گیاه آلوده نسبت به گیاه سالم در روز 
هفتم کاهش داشت. این کاهش تفاوت بیان بین گیاه 

 شتریبتکثیر و غلبه  دلیلبه احتمالا  آلوده و سالم
 نیاست، که ا میزبان اهیگ یدفاع ستمیبر س روسیو

مختلف  یعلائم در روزها ظهور با نحوه جینتا
 یروز پس از آلودگ 21در نتایج بیان ارد. د یهمخوان

کاهش بیان این ژن در گیاه آلوده نسبت  نشان دهنده
 اهیبا گ سهیدر مقا انیکاهش ب نیا .به گیاه سالم بود

 ستمیس بر روسیاز غلبه و یناش ممکن استسالم 
 اهیژن توسط گ یوشاز خام یریو جلوگ اهیگ یدفاع

در  سیدوپسیآراب اهیژن در گ نیا انیب شیباشد. افزا
در  یپژوهش یدر ط زین اریخ کییموزا روسیپاسخ به و

  ,.Várallyay et al) گزارش شده است 2013سال 

 و AGO1که اند داده (. پژوهشگران نشان2013
AGO2 مشتق  های کوچکایبه آراناتصال  ییتوانا

ارتباط با دهنده نشانامر  نیرا دارند و ا CMV شده از
 در ینقش مهم AGO1. باشدیم ایآرانخاموش 

 انیب میو تنظ یروسیضد و RNAکردن خاموش
کند. یم فایا miRNAعملکرد  قیاز طر یذات یهاژن

 میتنظ miR168توسط  mRNA AGO1سطح 
 نیرسد سطح پروتئینظر مکه بهیحالشود، درمی

AGO1 یهااز گونه یبر برخ miRNA تأثیر 
که است داده  نشان نیهمچن یقبل قاتیگذارد. تحقیم

 ،CMV روسیبه و سیدوپسیآراب اهیشدن گپس از آلوده
 میتنظ AGO1سپس  یافته و  شیافزا miR168مقدار

ضد ویروسی گیاه را  RNA یخاموش جهیدر نت ،دشومی
 Ando et al., 2019; Várallyay) کندمیسرکوب 

et al., 2013گرید ی(. در پژوهش Hamera  و
 اریخ کیموزائ وسریو 2bژن  ،(2012)همکاران 

(CMV2b را )ژن  یکننده خاموشسرکوب کی عنوانبه
 موضعیو  کیستمیسی خاموش درکردند که  یمعرف

را مهار  AGO1ژن  یبرش تیو فعال کندمیمداخله 
 جینتا نی(. اHamera et al., 2012کند )یم

مختلف پس  یژن در روزها نیا انیب زانیکننده متأیید
مرتبط  2bژن  انیب زانیبا م مالااحتاست که  زنیمایهاز 

 یهابرگدر  ،(2010)و همکاران  یاست. ناکو
کاهش  ToLCNDV روسیآلوده به و یفرنگگوجه

سالم را گزارش  یهابرگنسبت به  AGO1سطح ژن 
نشان  (2013)که روهانگ و همکاران یحالکردند. در
آلوده به  یفرنگگوجه اهیدر گ AGO1ژن بیان دادند که 

د کر دایپ شیبه مقدار کم، افزا اریخ کیوزائم روسیو
 نیا ،2b نیجهش در پروتئ جادیکه در صورت ایحالدر

  صورت گرفت. شتریو ب ترعیسر انیب شیافزا
تحمل  میدر تنظ یشوک حرارت یسیفاکتور رونو

 شی. افزادباشمی مؤثر رزندهیزنده و غ یهابه تنش
به  در پاسخ ایو  یروسیو یهادر عفونت  HSPانیب
 یخوببه ،روسیشده توسط والقا یتنش عموم کی

روز  21تنها در  شیآزما نیشناخته شده است و در ا
 شیافزا نیو ا کندمینکته صدق  نیا یپس از آلودگ

کاهش .مطابقت دارد هاژن نیا یبا نقش مقاومت انیب
مطالعات  ریسا با سهیام در مقا14در روز هفتم و  انیب

 ریو تکث ییزایماریب ستمیدر س از تفاوت یناش احتمالا
ژن  یخاموش ستمیغلبه بر س نیو همچن روسیو

 نیعلاوه بر ا است. زبانیمقاومت م سمیمکان عنوانبه
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بروز  زانیکه شرح داده شد م یبا توجه به علائم
 یدر روز ها اهیگ یدفاع ستمیعلائم و غلبه بر س

 است. شتریام ب21با روز  سهیام در مقا14هفتم و 
 انیگزارش کردند که ب (2001)و همکاران جاکوش 

در  موتان یا جهش یافته TMV یپوشش نیپروتئ
 جهینت و این دشومی HSP انیب شیموجب افزا اهانیگ

 توپلاسمیدر س یعیطب ریغ یهانیپروتئ فراوانحضور 
در  N یمقاومت نیبا مشارکت پروتئ HSPژن  .است

کرده  مقاومت جادیا زیتوتون ن کیموزائ روسیبرابر و
تحت  یفرنگ(. در گوجهLio et al., 2004) است

آلوده به  اهانیدر گ HSP یهاژن انیب ییاسترس دما
با  سهیدر مقا یفرنگگوجهزرد برگ  یدگیچیپ روسیو
 ,.Pusage et al) افتی شیافزا روسیفاقد و اهانیگ

 اهیدر گ HSP انیب شیافزا نی(. همچن2012
با  زیک توتون نخراش روسیآلوده به و سیدوپسیآراب

-Agudeloمطابقت دارد ) هاژن نیا ینقش مقاومت

Romero et al., 2008.) 
از   یگرید یهاژن  نیهمچن قیتحق نیدر  ا

 ،NRPE1 مانند ونیلاسیمربوط به مت یهاژنجمله 
NRPD1، ADK، NAC مربوط به  یهاژن.. . و

قرار  یمورد بررس TCP4و  TCP1 رشد و نمو مانند
تفاوت  اریخ کیموزائ روسیارتباط با وگرفت که در 

 رودیاحتمال م ،ژن نداشتند انیاز لحاظ ب یداریمعن
 یهاژن انیدر ارتباط با ب اریخ کیموزائ روسیکه و
 نیا انیب ریدر مس روسینداشته و و یتأثیرشده اشاره

 ندارد. یدخالت هاژن
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