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  یمقاله پژوهش
 

 گلخانه شرایط برگ بادبزنی مو در ویروس آلودگیکاهش  بر سالیسیلیک ی اسیدپاشمحلول ریتأث

 
 5سعیده دهقانپور فراشاه و 1، محمدباقر حسنپوراقدم*2زادهمهرداد صالح

 ایران شیراز، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شیراز، 2 

 ، ایرانهگروه علوم و مهندسی باغبانی دانشگاه مراغ 1 
 گروه کشاورزی دانشگاه پیام نور، تهران، ایران 5

 (42/43/2042، تاریخ پذیرش نهایی:21/41/2042تاریخ دریافت:) 

 

 

 چکیده 

سراسر جهان است. این  های مهم و مخرب انگور دراز ویروس (Grapevine fanleaf virus: GFLV)بیماری ویروسی برگ بادبزنی مو 

 اسید یپاشمحلول ریتأثمنظور بررسی یابد. تحقیق حاضر بهانتقال می Xhiphinema indexاست و و با نماتد  Nepovirusویروس از جنس 

در دانشکده کشاورزی دانشگاه شیراز در سال  (.Vitis vinifera L)های مو به ویروس برگ بادبزنی مو در بوته آلودگی سالیسیلیک بر میزان

 + SAو ویروس )سالیسیلیک  اسید زمانهمو کاربرد  مارتی شیپصورت ی بهپاشمحلولتیمارها شامل  .و در شرایط گلخانه انجام شد 2521

GFLV )ی پاشمحلولهای بود. نهالگرم در لیتر میلی 234و  244، 34در سه غلظت  دانههای دو ساله انگور رقم سفید بینهال هایبرگ یرو

ها در ارتباط با اثر عنوان شاهد در نظر گرفته شدند. مقایسه میانگین دادهسالیسیلیک( به سیدشده با فسفات پتاسیم )بدون تیمار ویروس و ا

تیمار  مربوط بهترتیب های آلوده به ویروس برگ بادبزنی مو نشان داد که بیشترین و کمترین میزان پیشرفت بیماری بهتیمارها روی نمونه

تیمار با ویروس بود. تحلیل پارامترهای فیزیولوژیک نشان داد که آلودگی ویروسی و سالیسیلیک قبل از  ی با اسیدپاشمحلولشاهد و 

گذار بودند. نتایج این بررسی نشان داد که کاربرد ها تأثیرها و پروتئینسالیسیلیک بر متابولیسم سلولی نظیر سطوح رنگدانه تیمارهای اسید

علاوه، فعالیت طور قابل توجهی افزایش داد. بهدانه بها در انگور رقم سفید بیها رسالیسیلیک، محتوای پروتئین های مختلف اسیدغلظت

سالیسیلیک  بنابراین، تیمار اسید .سالیسیلیک، القاء شد و بعد از تیمار با اسید زمانهمزنی ویروس پراکسیداز و محتوای پرولین گیاهی با مایه

های دار در متابولیسم و تولید متابولیتیج حاصل از این پژوهش، تغییرات معنیگردید. نتا GFLVبرابر  موجب افزایش مقاومت گیاه در

 سالیسیلیک را نشان داد. با تیمارهای اسید GFLVثانوی در گیاه تحت تأثیر آلودگی ویروسی 

 

 پراکسیداز، رنگدانه، متابولیسم کلیدی: انگور، کلمات

 

 مقدمه

ایجاد  به منجر زیستیهای زیستی و غیربسیاری از انواع تنش

تغییرات مشخص و بارز در فرآیندهای فیزیولوژیکی و 

 ,.Hasanuzzaman et al) شوندمتابولیکی گیاهان عالی می

ها، آلودگی توسط بیمارگرها که عامل . در میان این تنش(2020

بروز تغییرات بیوشیمیایی بسیاری هستند، اثرات مخربی بر 

 (.Szpunar-Krok et al., 2020سلامت گیاهان دارند )
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ها بندی ویروسالمللی ردهمطابق آخرین گزارش کمیته بین

(ICTV( ویروس برگ بادبزنی مو ،)GFLVمتعلق )  به جنس

های است. این جنس همراه با جنس (Nepovirus) نپوویروس

در زیر  (Fabavirus) و فاباویروس (Comovirus) کوموویروس

 ز خانواده سکوویریدها (Comovirinaeکوموویرینه ) خانواده

(Secoviridaeجای گرفته )های جنس نپوویروس، اند. ویروس

متر دارند. ژنوم نانو 32وجهی هستند و قطری حدود چند

GFLV از دوRNA  که است ای مثبت تشکیل شده رشتهکت

دارای پروتئین  5'آدنیله و در انتهای پلی 3'کدام در انتهای  هر

 .(Aziz and Hafez, 2019) د( هستنVPgبه ژنوم )متصل

دلیل اختصاصیت ناقل، های طبیعی این ویروس احتمالاً بهمیزبان

ای آن و هیبریدهای درون گونه Vitisهای جنس به گونه

از چند علف هرز  GFLVشوند. اخیراً ویروس محدود می

 بندهفت(، علف Cynodon dactylonشامل مرغ )

(Polygonum sp.)قیاق ، (Sorghum halepense)  و تمشک

(Rubus sp.( جداسازی شده است )Zakiaghl et al., 2017 .)

گونه  32 شامل ، نسبتاً متنوع وGFLVای های گلخانهمیزبان

خانواده گیاهی هستند. در شرایط آزمایشگاهی،  هفتبه  متعلق

های آزمایشگاهی زیادی این ویروس قابلیت انتقال به گونه

متفاوتی را روی میزبان طبیعی مو علائم  GFLVدارد. ویروس 

 Zaki-Aghl andکند )ای ایجاد میهای گلخانهو میزبان

Izadpanah, 2003 سیستمیک اکتسابی (. مقاومت(Systemic 

Acquired Resistance (SAR)  وسیله طیف در زمان آلودگی به

 ها در میزبان ایجاد جمله ویروس وسیعی از بیمارگرها از

های مقاومت کنندهعنوان القاءشیمیایی به ادهشود. چندین ممی

 اند. اسیددر گیاهان شناسایی شده سیستمیک اکتسابی

عنوان یکی از اجزاء کلیدی انتقال سیگنال ( بهSAسالیسیلیک )

های ی کاملی از ژندفاعی است که موجب القاء مجموعه

سالیسیلیک  شود. همچنین، اسیدمی سیستمیک اکتسابیمقاومت 

کننده برای فرایندهای فیزیولوژیک نظیر عنوان یک تنظیمبه

های مضر ارگانیسمبرابر میکرو های دفاعی گیاه درمکانیسم

 ,Madhava Rao and Sanchez- Rajo)شود محسوب می

. اصطلاح مقاومت اکتسابی عمومی یا سیستمیک اشاره (2013

یایی و به تغییر فیزیولوژی در گیاه دارد. برخی تغییرات بیوشیم

ها با مقاومت شیمیایی وجود دارند که ارتباط آنفیزیکو

اثبات شده است. این تغییرات شامل مرگ  سیستمیک اکتسابی

سلولی و انفجار اکسیداتیو، رسوب لیگنین، انباشت پرولین، 

های مرتبط با بیمارگر، ها، انباشت پروتئینسنتز فیتوالکسین

ها، سنتز ار رنگدانهمقد تغییرات در مسیرهای متابولیکی و

 . کاربرد اسیدهستند( POXپراکسیدازها ) کلروفیل و فعالیت

هیدروژن شده و به این  انباشت پراکسید به منجرسالیسیلیک 

های حفاظتی ترتیب موجب القاء حداقل یکی از مکانیسم

های فعال اکسیژن همراه شود که با انباشت گونهسلولی می

 Lopez Delgado et al., 2013; Abbaspour andاست )

Babaee, 2017،در یک پژوهش .)Gholi- Tolouie   و همکاران

در ( JA)جاسمونیک  سالیسیلیک و اسید نقش اسید( 0202)

مقاومت  القاءاکسیدانت و های آنتیکننده آنزیمهای رمزبیان ژن

در   CMVزنی با ویروسبه تنش اکسیداتیو ناشی از مایه

نشان داد ها آن. نتایج کردندبررسی را  )رقم فلات( یفرنگگوجه

 های کاتالازکننده آنزیمهای رمزکه در گیاهان شاهد، بیان ژن

(CAT) و پراکسیداز (POX) روند  ءتا روز پانزدهم پس از نشا

 کننده آنزیم سوپراکسیدمورد ژن رمز نزولی داشت، ولی در

هده در روز پانزدهم اندکی افزایش بیان مشا (SOD) دیسموتاز

توان می CMV مقاومت به القاءبرای ها بیان کردند که آن شد.

 .قبل از آلودگی ویروسی استفاده کرد JA و SA هایاز هورمون

 دهد که کاربرد اسیدنتایج مطالعات مختلف نشان می

شود. به ایجاد حالت تنش اکسیداتیو می سالیسیلیک منجر

لیسیلیک قادر است سا بینی کرد که اسیدتوان پیشبنابراین، می

گذار باشد و از بر فرآیندهای متابولیکی مختلف در گیاهان اثر

های دفاعی گیاه سازی تنش اکسیداتیو در فعالیتطریق فعال

 (. Agarawal et al., 2005; Tao et al., 2020شرکت کند )

مورد  دهد که اطلاعات کمی درها نشان میبررسی

 GFLVلودگی سیستمیک بیمارگر با آ -های گیاهبرهمکنش

 اثرات اسید وجود دارد. بنابراین در این پژوهش به مطالعه

 پرداخته شد و برخی  GFLVسالیسیلیک بر آلودگی 
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 Vitis vinifera) موگیاه های های بیوشیمیایی در برگشاخص

L.) مورد ارزیابی قرار گرفتند.  دانهرقم سفید بی 

 

  هامواد و روش

 های، بوتهGFLV یهمنبع اول یهته یبرا: مواد گیاهی و ویروسی

 یقاتیتحق یستگاهاز ای و موزاییک مو با علائم رگبرگ زرد

 از شدند.انتخاب  0332در سال  یزپوشان دانشگاه تبرخلعت

 ,Chenopodium quinoa) ترهنظیر سلمه محک مناسب یاهانگ

C. amaranticolor Wild )، ای )گل تکمهGomphorna 

globousa) سازی عنوان میزبان لکه موضعی برای خالصبه

 هاآن ی، آلودگPCR بیولوژیکی ویروس استفاده شد و با آزمون

 ها در بخشی از نمونه .قرار گرفت ییدتأمورد  GFLVبه 

کلسیم خشکانیده شد و بخشی دیگر به  های حاوی کلریدپتری

 گراد منتقل و نگهداری گردید.درجه سانتی -02فریزر 

شن و یک قسمت دو قسمت مو در ترکیبی از های نهال

های متر( در اتاقکسانتی 02های پلاستیکی )قطر رس در گلدان

ساعت کشت شدند و به  00رشد تفکیک شده با فتوپریود 

و  02ترتیب مرحله هشت برگی رسیدند. دمای روز و شب به

درصد در نظر  02گراد و رطوبت نسبی حدود سانتی درجه 02

 گرفته شد. 

: زنی ویروسو مایه (SA) سالیسیلیک تیمارهای اسید

گیاهان به هشت گروه تقسیم شدند و هر گروه متشکل از سه 

عنوان شده با بافر فسفات پتاسیم بهتکرار بود. گیاهان تیمار

و  022، 52سه غلظت ها با شاهد در نظر گرفته شدند. برگ

با کد  Merckسالیسیلیک )شرکت  اسیدگرم در لیتر میلی 052

ی و تا زمان چکه کردن پاشمحلول (3−000−022محصول 

منظور بهبود توزیع و محلول از سطح برگ، تیمار شدند. به

( به آن Tween 80) 22پاشیدگی محلول، دو قطره تویین 

و  SAی پاشمحلولزنی ویروس سه روز بعد از افزوده شد. مایه

 در SA+ GFLV مخلوط زمانهم یپاشمحلولهمچنین 

سالیسیلیک  اسیدگرم در لیتر میلی 052و  022، 52های غلظت

 طور مکانیکی صورت گرفت. چهار برگ انتهایی جوان به

های مو ابتدا زنی شدند. جهت ایجاد خراش روی برگمایه

ویروس خالص و  ها پودر کاربوراندوم پاشیده و سپسروی آن

وده های آلعصاره برگ دراپ شده با غلظت مشخص روینانو

( و محلول اسید کافئیک pH=0ات پتاسیم )فمو که در بافر فس

در هاون چینی مخلوط شده بود توسط نوک انگشت اشاره 

 دقیقه، سطح  02 تا 5ها کشیده شد. پس از روی این برگ

زنی شده با اسپری آب شستشو شدند تا اثر های مایهبرگ

چهار  .سوزانندگی بقایای کاربوراندوم روی گیاه برطرف شود

ها از گیاهان شاهد و ترین برگزنی، جوانهفته پس از مایه

ی آورجمعآلوده برای تجزیه و تحلیل تغییرات بیوشیمیایی 

 (.Panno et al., 2021) شدند

کل  RNAاستخراج : RT-PCRبا  GFLVردیابی ویروس 

( با 0333و همکاران ) Rowhaniها با استفاده از روش از نمونه

گرم برگ  0/2کل از  RNAدر این روش،  .م شدتغییراتی انجا

( استخراج و در نهایت  =6/0pHلیتر بافر سرد )میلی 0آلوده در 

کل  RNAاستخراج  مقطر استریل حل شد.لیتر آبمیلی 05در 

( با 0333و همکاران ) Rowhaniها با استفاده از روش از نمونه

لوده گرم از برگ آ 0/2تغییرات صورت گرفت. در این روش 

و  Rowhaniلیتر بافر استخراج سرد مطابق روش میلی 0در 

لیتر از آب میلی 05نهایت در ( استخراج و در0333همکاران )

برای شناسایی  RT-PCRمقطر استریل حل شد. جهت انجام 

اساس ویروس از یک جفت آغازگر اختصاصی ویروس بر

کننده بر ناحیه رمز منطبق RNA2بخشی از توالی نوکلئوتیدی 

F13-GFLV (1990 ,.et alSerghini  )پروتئین پوششی نژاد 

 (GFLV CP-F)استفاده گردید. توالی آغازگر مستقیم 

5'ACGGATCCGGATTAGCTGGTAGAGGAG3'  و

( GFLV-CP-Rآغازگر معکوس )

5'GTCAAAGCTTCTAGACTGGGAAACTGG3'  و بود

ز جفت با 0500یافته با این آغازگرها حدود قطعه ژنوم تکثیر

لیتر در میکرو 02تعیین شد. مرحله آغازین این آزمون در حجم 

( صورت Germany) Biometra 0222ترموسایکلر مدل 

گرفت. مرحله اول برای از بین رفتن ساختار ثانویه و اتصال 

  0اولیه آغازگرها با الگو انجام شد. مواد آزمون شامل 

لیتر آب میکرو 0/0همراه استخراج شده به RNAلیتر میکرو
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لیتر از محلول آغازگر میکرو 2/2مقطر دیونیزه استریل و 

تیوب مخلوط شد و سپس در (، در میکروpmol/µl5 معکوس )

دقیقه قرار گرفت. سپس  5مدت گراد بهدرجه سانتی 02دمای 

 جهت اجتناب از تشکیل مجدد ساختارهای ثانویه، 

لیتر از میکرو 5/0روی یخ انتقال یافتند.  عاًیسرها تیوبمیکرو

 22 ،مولارمیلی x 5/0تی لیتر بافر آرترکیب حاوی دو میکرو

لیتر( آنزیم واحد )نیم میکرو 022و  dNTP Rnasinواحد 

به  (Fermentas, M-Mulv Lithuania) ترانسکریپتاز معکوس

 هر لوله اضافه شد. پس از اضافه کردن مخلوط تهیه شده به هر

دقیقه در دمای اتاق  02تا  02مدت ها، بهتیوبکدام از میکرو

ها به دستگاه ترموسایکلر تیوبقرار گرفتند. سپس مجدداً میکرو

گراد که دمای درجه سانتی 20انتقال یافتند و یک ساعت در 

بردار معکوس است، مورد نیاز برای فعالیت بهینه آنزیم نسخه

 02 مدتها بهتیوبقرار داده شدند. بعد از این مرحله، میکرو

فعال نمودن منظور غیرگراد بهدرجه سانتی 02دقیقه در دمای 

درجه  05بردار معکوس و یک دقیقه در دمای آنزیم نسخه

ای پلیمراز در گراد قرار گرفتند. مخلوط واکنش زنجیرهسانتی

لیتر میکرو 0لیتر تهیه شد که حاوی میکرو 02حجم نهایی 

مول از هر پیکو 2MgCl ،5/0مولار میلی PCR 10X  ،0بافر

 Taq DNA polymeraseواحد آنزیم 05/0آغازگر و 

(Fermentas Lithuania)  لیتر از میکرو 5/0بود. سپسcDNA 

به این ترکیب اضافه گردید. در  RT-PCRسنتز شده در آزمون 

PCR گراد به درجه سانتی 32، از پروفیل حرارتی یک سیکل

 درجه  32 دقیقه، سی و پنج سیکل متشکل از 0مدت 

 32مدت گراد بهدرجه سانتی 52ثانیه،  32مدت گراد بهسانتی

دقیقه و در نهایت یک  0مدت گراد بهدرجه سانتی 00ثانیه، 

 دقیقه استفاده شد. به 5مدت گراد بهدرجه سانتی 00سیکل 

، الکتروفورز در ژل RT-PCRمنظور ارزیابی نتایج حاصل از 

 X TBE 5/2 م بروماید در بافردرصد حاوی اتیدیو 0/0 آگاروز

های از فرآورده لیترمیکرو 2الکتروفورز صورت گرفت و 

 6و  X6بلو فنوللیتر رنگ برومومیکرو 0با  RT-PCRآزمون 

ها ریخته مقطر دیونیزه مخلوط و در چاهکلیتر آبمیکرو

، از RT-PCRشدند. برای دانستن اندازه محصولات آزمون 

استفاده   EcoRI + Hind III (1 µg/µl Lambda DNA)نشانگر

 Gelبرداری از ژل با استفاده از دستگاه شد. عکس

Documentation (Syngene Gene Flash Bio, USA صورت )

 گرفت.

برای تعیین غلظت ویروس از  :تعیین غلظت ویروس

 ,Thermo Fisher Scientific) دراپسپکتروفتومتر نانوروش ا

Waltham, MA, USA) (TMropNanoDو فرمول زیر )  برای

های مو زنی شده روی نهالیکسان بودن غلظت ویروس مایه

 برحسب  برگی و تعیین غلظت ویروس هشتدر مرحله 

 استفاده شد بعد از اعمال تیمارها (لیترگرم بر میکرونانو)

(Panno et al., 2021) : 

× OD 260 = DNA ضریب رقت × 52 نانوگرم بر میلیلیتر 

زنی هفته پس از مایه چهار :درصد آلودگی گیاهانتعیین 

(Panno et al., 2021،)  درصد گیاهان آلوده و شدت علائم با

های : لکه0: بدون علائم، صفربندی )استفاده از مقیاس درجه

: تاول و 3: موزاییک شدید و 0کلروزه و موزاییک خفیف، 

 Sriram et) تغییر شکل( مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفت

al., 1997; Sudhakar et al., 2006) مقادیر شدت بیماری .

(Disease severity: Dsبا استفاده از فرمول زیر ) :محاسبه شد 

 
 a(Chl محتوای کلروفیل  :های فتوسنتزیتعیین رنگدانه

a) کلروفیل ، b(Ch1 b) طریق روش  و کاروتنوئیدهای کل از 

ختلف تعیین شد. در تیمارهای م Arnon  (0323)سنجیطیف

های با سن مشابه برای زنی با ویروس، برگروز پس از مایه 02

های استخراج رنگدانه برداشت شدند. محتوای رنگدانه از برگ

گیری شد. ( عصارهv/vدرصد ) 25تازه در استون محلول 

دقیقه سانتریفوژ و  02مدت دور بر دقیقه به 2222عصاره در 

درصد با غلظت  25استون سپس مایع رونشین با محلول 

 سازی شد. سنجی رقیقگیری طیفمناسب برای اندازه

چهار هفته بعد از اعمال تیمارها  :تعیین محتوای پرولین

 اسید زمانهمصورت منفرد و تیمار به GFLV)تیمار 

( و گرم در لیترمیلی 052، 022، 52های سالیسیلیک )در غلظت
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ها ترین برگجوان محتوای پرولین، (SA + GFLV)ویروس 

گرم  0/2( تعیین شد. 0303و همکاران ) Bates طبق مطالعهبر

 3سالیسیلیک  اسید لیتر محلول سولفومیلی 02برگ خشک در 

مدت دور بر دقیقه به 0522گیری شد. عصاره در درصد عصاره

لیتر مایع رونشین با میلی 0دقیقه سانتریفوژ گردید. مجموعاً  02

لیتر اسید استیک میلی 0هیدرین تازه و لول نینلیتر محمیلی 0

درجه  022ساعت در دمای  0مدت آزمایش به گلاسیال در لوله

گراد ترکیب شد. واکنش در حمام یخ به پایان رسید و سانتی

مدت گیری و محصول بهلیتر تولوئن عصارهمیلی 2ترکیب با 

بی ثانیه مخلوط شد. تولوئن حاوی کروموفور از فاز آ 02

گیری متر مورد اندازهنانو 502استخراج و میزان جذب آن در 

قرار گرفت. محتوای پرولین با استفاده از منحنی استاندارد 

 اساس وزن خشک محاسبه شد.تعیین و بر

چهار هفته بعد از اعمال : هابررسی محتوای پروتئین

اسید  زمانهمصورت منفرد و تیمار به GFLVتیمارها )تیمار 

( و گرم در لیترمیلی 052، 022، 52های سیلیک )در غلظتسالی

اساس استخراج عصاره آنزیمی بر، (SA + GFLV)ویروس 

( انجام شد. در این روش برای 0306) Mishra و Karروش 

، برگی 2گرم از بافت گیاهی در زمان میلی 322هر نمونه 

 درها )چهار برگ بالایی و جوان تیمار شده( ترین برگجوان

نیتروژن مایع با هاون چینی به پودر تبدیل شدند. سپس سه 

( به هر pH =2/6مولار )میلی 022فسفات  لیتر بافر سدیممیلی

درجه  2دقیقه در دمای  02مدت ها بهنمونه اضافه شد. نمونه

دور در دقیقه سانتریفوژ شدند. مایع  02222گراد در سانتی

رد استفاده قرار گرفت. ها موبالایی برای سنجش فعالیت آنزیم

ارزیابی تغییرات کل پروتئین در هر نمونه با استفاده از روش 

 حسب متر و برنانو 535موج آمید در طولآکریلژل پلی

 گرم پروتئین در هر گرم بافت گیاه انجام شد.میلی

بررسی  :(GPX)بررسی فعالیت گایاکول پراکسیداز 

عنوان دهنده برد گایاکول بهاساس کارفعالیت آنزیم پراکسیداز بر

هیدروژن انجام شد. در این روش، مخلوط واکنش به میزان 

  022لیتر بافر فسفات )میکرو 305لیتر شامل میلی 02/0

  02لیتر گایاکول )میکرو pH= ،)305 2/6مولار، میلی

مولار(، میلی 02لیتر پراکسید هیدروژن )میکرو 25مولار(، میلی

مقطر لیتر آبمیکرو 305اره پروتئینی و لیتر عصمیکرو 02

مدت متر بهنانو 202موج میزان جذب نور در طول بود.استریل 

 ثانیه توسط دستگاه اسپکتروفتومتر  32دقیقه با فواصل  3

است و  6/06گیری شد. ضریب خاموشی برای گایاکول اندازه

ل مو 2اینکه برای تولید یک مول تتراگایاکول باید  توجه بهبا

2O2H مول تتراگایاکول در صورت میکروکاهش یابد، نتایج به

 Maehlyو  Chanceاساس روشگرم پروتئین بردقیقه در میلی

( محاسبه شد. هر آزمایش دو بار تکرار شد. میزان 0355)

 فعالیت آنزیم پراکسیداز با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد:

/X(×1000×2 A 470 nmΔفعالیت پراکسید =)از 

تغییرات میزان جذب در طول  A 470 nmΔدر این فرمول 

 Extinctionضریب خاموشی ) Xمتر و نانو 202موج 

coefficientاست. 6/06باشد که برابر ( می 

با  SDS PAGE :SDS PAGEهای تجزیه و تحلیل

طبق روش درصد بر 02آمید آکریلهای پلیاستفاده از ژل

Laemmli (0302انجام شد. نمو )22های پروتئین )هر کدام نه 

=  2/6درصد و  SDS (2گرم( با حجم برابر بافر حاوی میکرو

pH،)Tris HCl 005/2  ،درصد  02درصد گلیکول و  02مولار

صورت رنگ ردیابی، بلو بهفنولاتانول و برومومرکاپتو -0

دقیقه  32مدت ترکیب شد. محلول تهیه شده در حمام آب به

مدت و روی ژل به قرار گرفتگراد انتیدرجه س 36در دمای 

گراد در بافر حاوی درجه سانتی 02ساعت در دمای  شش

 SDSمولار  0/2مولار گلیسین و  030/2مولار تریس،  205/2

 بارگذاری شد. باندهای پروتئین با استفاده از رنگ کوماسی

 بلو نمایش داده شدند.بریلینت

های تیمارهای تجزیه واریانس و مقایسه میانگین داده

مختلف با سه تکرار انجام شد. در هر بار انجام آزمایش تجزیه 

 Versionو ) Excelافزارهای ها با استفاده از نرمو تحلیل داده

22)SPSS  اساس رویه و برANOVA  و آزمون حداقل تفاوت

 انجام شد. P ≤ 0.05( در سطح LSDدار )معنی

 

  نتایج و بحث
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 های لکه موضعیعلائم لکه موضعی ویروس برگ بادبزنی مو روی میزبان -2شکل 

 C: Gomphorna globousa و  Chenopodium quinoa:A ،B: C. amaranticolor هایبرگ روی سبز زرد هایلکه

 

 
 GFLVو آغازگرهای ژن پروتئین پوششی  RT-PCR( با GFLV) Grapevine fanleaf virusردیابی  -1شکل 

 

 تغییرات بسیاری در فرایندهای به منجرآلودگی ویروسی 

این شود. فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و متابولیکی درون گیاه می

دهند باعث آلودگی ویروسی رخ می تغییرات که در طی توسعه

ا ه(. بررسیAseel et al., 2019گردند )ظهور علائم بیماری می

های گیاه دهد که اطلاعات کمی در مورد برهمکنشنشان می

 وجود دارد. GFLVبیمارگر با آلودگی سیستمیک نظیر آلودگی 

زنی در این مطالعه در اثر مایهعلائم روی گیاهان محک: 

 با G. globosaو  C. quinoa ،C. amaranticolorگیاهان 

GFLV ها تشکیل شدهای موضعی کلروزه روی برگلکه 

دهد که در این بیماری مطالعات مختلف نشان می (.0)شکل 

کنند و کاهش رشد خورده پیدا میهای آلوده ظاهر پیچبرگ

 ;Aseel et al., 2019دهد )شاخ و برگ و عملکرد رخ می

Sokhandan Bashir et al., 2011) 

-ردیابی بر :ردیابی مولکولی ویروس برگ بادبزنی مو

ویروس برگ بادبزنی مو انجام اساس ژن پروتئین پوششی 

گرفت. در این آزمون از شاهد مثبت )ژن پروتئین پوششی 

 ( استفاده شد0کلون شده در یک پلاسمید( )چاهک شماره 

(Sokhandan et al., 2011)نهایت با انجام این آزمون با . در

کننده پروتئین پوششی بر منطقه رمز کاربرد آغازگرهای منطبق

ای به طول قطعه GFLVکوک به آلودگی با های مشروی نمونه

جفت باز از نمونه شاهد مثبت و پوشش پروتئینی  0500حدود 

 (. 0ویروس تکثیر شد )شکل 

در این مطالعه،  :تغییرات در شدت آلودگی ویروسی

های آلوده به ویروس برگ بادبزنی مو، های جدید نهالبرگ

نظیر موزاییک زنی علائم شدید بیماری چهار هفته پس از مایه

را نشان  شدن شکل های سبز، کاهش اندازه و بدشدید، تاول

گرم در میلی 022و  52ها با غلظت (. تیمار برگ3دادند )شکل 

خیر أسالیسیلیک، هفت روز بروز علائم را به ت لیتر اسید

 گرم در لیتر اسیدمیلی 052که غلظت حالیانداخت در

ظهور علائم را نشان داد.  روز در 02سالیسیلیک تأخیر بیش از 

زنی مشخص ها چهار هفته پس از مایههمچنین با بررسی نهال

زنی با ویروس، سالیسیلیک بعد از مایه شد که کاربرد اسید
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 (.Vitis vinifera Lهای انگور )روی مورفولوژی برگ Grapevine fanleaf virus (GFLV) ریتأث -5شکل 

 

 های مو(، درصد آلودگی و شدت علائم در برگGFLVاثر تیمارهای مختلف بر غلظت ویروس برگ بادبزنی مو ) -2جدول 

روسیغلظت و تیمارها  شدت بیماری یدرصد آلودگ 

GFLV 020/0 030/2  02/20 35/0 0/52  

52 mg/L SA+ GFLV 030/2 205/2  02/23 25/0 * 3/02  

022 mg SA + GFLV 022/2 232/2  06/02 25/2 * 3/0  

052 mg SA + GFLV 002/2 205/2  02/0 26/2 * 00/2  

 

 
 B :GFLV ،C :150 mg SA: شاهد، Aهای انگور )( روی برگGFLVاثر تیمارهای مختلف بر علائم ویروس برگ بادبزنی مو ) -0شکل 

(Salicylic acid) + GFLV ،D :100 mg SA + GFLV  وE :50 mg SA + GFLV) 

 

و شکل  0درصد آلودگی و شدت علائم را کاهش داد )جدول 

گرم اسید سالیسیلیک میلی 52(. گیاهان تیمار شده با غلظت 2

که حالی)بعد از تیمار ویروس(، علائم خفیف را نشان دادند در

  052و  022های پاشی شده با غلظتهای محلولدر برگ

یسیلیک، علائم ویروسی خیلی ناچیز گرم در لیتر اسید سالمیلی

توجه به نتایج جدول فوق کاهش در غلظت ارزیابی گردید. با

ویروس، درصد آلودگی و شدت بیماری با افزایش سطح اسید 

 داری درسالیسیلیک مشاهده شد. ارزیابی نتایج، تفاوت معنی

 نشان داد. 25/2مقایسه با شاهد در سطح 

توای رنگدانه فتوسنتزی مح: محتوای رنگدانه فتوسنتزی

داری در طور معنیو کارتنوئیدها( به a ،bها )کلروفیل برگ

( و GFLVپاسخ به هر دو تیمار ویروس برگ بادبزنی مو )

( SA + GFLVسالیسیلیک و ویروس ) اسید زمانهمکاربرد 

 سالیسیلیک های تیمار شده با اسیدکه برگحالیکاهش یافت در

 (. 0زنی با ویروس، تغییری نشان ندادند )جدول بدون مایه

 GFLV( آلودگی 0دست آمده )جدول اساس نتایج بهبر
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گرم های مو )میلیهای برگ( بر محتوای رنگدانهSA( و اسید سالیسیلیک )GFLVاثر تیمارهای مختلف ویروس برگ بادبزنی مو ) -1جدول 

 بر گرم وزن خشک(

 رنگدانه کل )%( a/b کاروتنوئیدها b کلروفیل a کلروفیل تیمارها

Control 33/2 23/2 02/2 20/2 02/2  20/2 32/0 20/2 22/022  

GFLV 03/2 22/2 * 22/2 23/2 * 03/2  22/2 * 05/0 26/2 52/50  

52 mg/L SA 32/2 20/2 06/2 22/2 00/2  20/2 62/0 30/2 05/022  

52 mg/L SA+ GFLV 03/2 22/2 * 02/2 20/2 * 00/2  20/2 50/0 56/2 36/62  

022 mg/L SA 22/2 20/2 02/2 20/2 03/2  20/2 62/0 25/2 36/30  

022 mg/L SA+GFLV 33/2 20/2 23/2 22/2 * 00/2  20/2 22/3 62/2 63/03  

052 mg/L SA 20/2 22/2 03/2 20/2 00/2  20/2 03/0 20/2 23/30  

052 mg/L SA+ GFLV 32/2 02/2 02/2 22/2 * 00/2  26/2 22/3 66/2 20/05  

 

ها در مقایسه با گیاه اجزای رنگدانه دار همهکاهش معنی بهمنجر

های آلوده به برای برگ a/bشاهد گردید. نسبت کلروفیل 

GFLV  نیز بالاتر از این نسبت در شاهد ارزیابی شد. کاربرد

کاهش  به منجرهای مختلف اسید سالیسیلیک و ویروس غلظت

رتنوئید و کاهش محتوای کل و کا bبسیار کم مقدار کلروفیل 

های های سالم شد. کاربرد غلظتمقایسه با برگها دررنگدانه

زنی با ویروس، افزایش مختلف اسید سالیسیلیک بدون مایه

 ها نشان داد. در همهبسیار کمی را در محتوای رنگدانه

بالاتر از میزان  a/bتیمارهای اسید سالیسیلیک، نسبت کلروفیل 

، a/bر نمونه شاهد بود. افزایش نسبت کلروفیل محاسبه شده د

ارزیابی  aنسبت به کلروفیل  bناشی از کاهش مقدار کلروفیل 

و تیمار  GFLVبه آلودگی  bدهد کلروفیل گردید که نشان می

 با افزایش سطح اسید تر است.سالیسیلیک حساس اسید

افزایش  a/bسالیسیلیک، مقدار رنگدانه کل کاهش و نسبت 

های طبق نتایج این پژوهش، مقدار کارتنوئید در برگ بر یافت.

 که با تیمارهای اسیدحالیکاهش یافت در GFLVآلوده به 

ماند. مقایسه با گیاه شاهد، ثابت باقی  سالیسیلیک، این سطح در

به  تواند منجرسالیسیلیک می دهد که اسیداین نتایج نشان می

تجزیه و پیشگیری از برابر  های کارتنوئید دربهبود مولکول

و  Tecsiدر بررسی  رنگدانه شود. دهندهاجزای تشکیل تجزیه

با  کدو ( مشخص شد که آلودگی سیستمیک0336همکاران )

 باعث کاهش فتوسنتز  Cucumber mosaic virusویروس 

های گیاهی با ها همچنین بیان کردند که ویروسشود. آنمی

کننده و عنوان مهارای بههای سیستمیک از اهمیت ویژهآلودگی

طور پیوسته در سنتز کلروفیل برخوردار هستند زیرا به بازدارنده

Wood (0332 )یابند. پژوهش طی رشد و نمو گیاه توسعه می

نیز نشان داد که کاهش در سرعت فتوسنتز، اغلب با کاهش 

 مقدار کلروفیل در گیاهان آلوده به ویروس همراه است.

های شاهد محتوای پروتئین برگ: هاتئینتعیین محتوای پرو

 و تیمارهای مختلف ویروس برگ بادبزنی مو و اسید

نشان داده شده است. در  3و جدول  5سالیسیلیک در شکل 

 طور زنی ویروس، محتوای پروتئین کل بهپاسخ به مایه

مقایسه با شاهد افزایش یافت. همچنین افزایش داری درمعنی

 تیمارهای اسید روتئین با همهداری در سطوح پمعنی

زنی با ویروس، سالیسیلیک همراه با ویروس و بدون مایه

دهد انباشت پروتئین در پاسخ به همه مشاهده شد که نشان می

 سالیسیلیک و آلودگی ویروسی صورت  تیمارهای اسید

گیرد. در پاسخ به تلقیح ویروسی، محتوای پروتئین محلول، می

مقایسه با شاهد  داری درطور معنیل بهنامحلول و پروتئین ک

 52ها با ی برگپاشمحلولتلقیح نشده افزایش یافت. اسپری یا 

سالیسیلیک بدون تلقیح ویروس موجب  گرم بر لیتر اسیدمیلی

 32/032و  22/063ترتیب های محلول و کل بهافزایش پروتئین

( SA+GFLVمول )میکرو 022درصد شد. از سوی دیگر، 
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 030 ...برگ روسیو یبر کاهش آلودگ کیلیسیسال دیاس یپاشمحلول ریتأثزاده و همکاران                                                   صالح

 

 

گرم بر گرم وزن ( بر محتوای پروتئین )میلیSA( و اسید سالیسیلیک )GFLVتیمارهای مختلف ویروس برگ بادبزنی مو ) ریتأث -5جدول 

 (Vitis viniferaهای مو )خشک( برگ

ولپروتئین نامحل پروتئین کل لپروتئین محلو   تیمارها 

0/36* 03/02 00/3  Control 

20/00  *63/00 0/66* GFLV 

00/26* 33/03 00/0  52 mg/L SA 

22/02  *30/00 3/30* 52 mg/L SA+ GFLV 

50/0  *53/0 2/200* 022 mg/L SA 

00/53* *26/03 0/03* 022 mg/L SA+GFLV 

33/3  30/5 3/20* 052 mg/L SA 

06/20* *36/05 63/0  052 mg/L SA+ GFLV 

 

 
 های مو( بر تغییرات الگوی پروتئینی برگSAسالیسیلیک ) ( و اسیدGFLVبرگ بادبزنی مو ) تیمارهای مختلف ویروس ریتأث -3شکل 

 

درصد محتوای  23/032درصد و  60/065موجب افزایش 

 پروتئین محلول و کل با توجه به نمونه شاهد شد. 

نتایج این بررسی در مورد مقدار پروتئین با تحقیقات 

همخوانی دارند.  SDS PAGEمربوط به الگوهای پروتئین با 

باندهای پروتئینی جدید و افزایش زیاد در تراکم باندهای 

دار در سطوح پروتئین پروتیئنی مشاهده شد. افزایش معنی

و  GFLVمحلول، نامحلول و کل در پاسخ به آلودگی 

های مو مشاهده شد. تیمارهای تیمارهای اسید سالیسیلیک برگ

های جدید و پروتئین اسید سالیسیلیک موجب القاء تشکیل

اسید  زمانهمخصوص در کاربرد افزایش تراکم باند به

نشان نتایج ( شد. این SA + GFLVسالیسیلیک و ویروس )

سالیسیلیک نقش مهمی در القاء مقاومت در مو  دهد که اسیدمی

پپتیدهای جدید یا از طریق تشکیل پلی GFLVبرابر  در

 علاوه، همه( دارد. بهPRsهای مربوط به پاتوژنز )پروتئین

مسیرهای مربوط به تیمارهای اسید سالیسیلیک، مقدار بالاتری 

 از پروتئین را نشان داد که حاکی از آن است که اسید
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 2041 سال ،35، شماره 21جلد آیند و کارکرد گیاهی، فر 032

 

 

شود. های دفاعی بیشتری میسالیسیلیک موجب القاء پروتئین

های جدید و انباشت پروتئین یک شاخص تشکیل پروتئین

است. مشابه این نتایج،  GFLVگی گیری مقاومت به آلوداندازه

سالیسیلیک موجب  گزارش شده است که کاربرد خارجی اسید

در گیاهان  PRهای و انباشت پروتئین TMVالقاء مقاومت به 

حاکی از آن اسـت که انباشته ها شود. نتایج بررسیتنباکو می

نتیجه، و در سالیسیلیک اسید موجب افزایش تولید PR شدن

همچنین  .گردددر حضور ویروس می فاعی دیگرد هایبیان ژن

 و شودویروس می RNA موجب خاموشی سالیسیلیک اسید

 Devadas) اندازدخیر میأویروس را به ت RNA انباشته شدن

and Raina, 2002) کـه تـنش  نشان دادتحقیق این  نتایج

ای در سـطح موجب تغییر عمده GFLV آلودگیناشـی از 

 القاءشود و ایـن تغییـرات، زمینـه می مو درختانمولکـولی در 

که گیاه حساس صورتیکند. درمقاومـت در گیـاه را فراهم می

برابر ویروس  های دفاعی آن درمبه بیمارگر باشد، سیست

تواند بـه سـرعت در ناکارآمـد خواهـد بـود و ویـروس می

 سالیسیلیک اسیدکـل گیـاه پخـش گـردد. بنـابراین، کـاربرد 

گیاه را فعال و تقویت کند و موجب  دفاعیتواند سیستم می

 .ناشی از ویروس گردد خسارتکاهش 

آلودگی  ریتأث :(GPXتعیین فعالیت گایاکول پراکسیداز )

سالیسیلیک بر فعالیت  ویروسی و تیمارهای مختلف با اسید

 نشان داده شده است. 6در شکل  GPXآنزیم 

های اکسیدانی دخیل در پاسخهای آنتیپراکسیدازها از آنزیم

شوند و اغلب دفاعی گیاهان به حمله بیمارگرها محسوب می

 هایی هستند که تغییراتی را در زمان تنش ایجاد اولین آنزیم

اساس نتایج این بررسی، افزایش (. برLi et al., 2017کنند )می

مقایسه با گیاه شاهد  تیمارها در در همه GPXدار فعالیت معنی

( 0220و همکاران ) Milavecهده شد. مشابه این نتایج، مشا

، Yزمینی آلوده به ویروس های سیبنشان دادند که در برگ

هایی که دارای علائم میزبان فعالیت پراکسیدازها در همه

تحریک با  شود و درجهنکروتیک یا کلروتیک هستند، القاء می

ج شاخص شدت علائم همبستگی دارد. در این مطالعه، نتای

های فعالیت پراکسیداز همخوانی دارد که در شدت علائم با داده

بالاتر خواهد  GPXچه شدت علائم بالاتر باشد، فعالیت آن هر

 گرم بر لیتر اسیدمیلی 022همچنین این افزایش در تیمار با  بود.

( به بالاترین SA+Vسالیسیلیک و ویروس برگ بادبزنی مو )

 عالیت آن با افزایش غلظت اسیدمقدار خود رسید و سپس ف

 دهد که اسیدها نشان میسالیسیلیک کاهش یافت. این یافته

-های سیستم آنتیسالیسیلیک بر القاء حداقل یکی از مکانیسم

گذارد. بنابراین از سطح فعالیت پراکسیدازها اکسیدانی تأثیر می

مقاومت  عنوان شاخصی برای تنش زیستی و توسعهتوان بهمی

 میک اکتسابی استفاده کرد.سیست

شفافی بین فعالیت پراکسیداز و مقدار  گونه رابطههیچ

کلروفیل وجود ندارد زیرا محل عمل پراکسیداز در چارچوب 

اساس نتایج این پژوهش حال بر آپوپلاست است. با این

شود که در یک سطح تیمار مقدار کلروفیل کاهش مشاهده می

یابد. پراکسیداز در مکانیسم یو فعالیت پراکسیداز افزایش م

( Reactive Oxygen Species (ROS)های اکسیژن فعال )گونه

به آسیب اکسیداتیو از طریق  منجر ROSنقش دارد. انباشت 

هایی نظیر پراکسیداسیون لیپیدی و تخریب غشایی فعالیت

کلروفیل بوده و سطوح  عامل اصلی تجزیه ROSشود. می

 ,.Singh et alیابد )یاه افزایش میپراکسیداز در طی پیری گ

(. بنابراین بین کاهش مقدار کلروفیل و افزایش فعالیت 2004

های سبز آلوده به ویروس، همبستگی وجود پراکسیداز در برگ

 (. همچنین، پراکسیداز، مرحلهKalachova et al., 2012دارد )

زایش نهایی سنتز لیگنین را کاتالیز کرده و ارتباط مستقیمی با اف

 .Chaerle et alهای لیگنیفیکاسیون دارد )فعالیت متابولیسم

ای برای تفسیر فعالیت بالاتر (. بنابراین، این شیوه2006

است که  SAپراکسیداز در طی عفونت ویروسی و تیمارهای 

عنوان مکانیسم مقاومت پاتوژن در آن فرایند لیگنیفیکاسیون به

 شود.در نظر گرفته می

دار محتوای پرولین ها افزایش معنیبررسی :مقدار پرولین

های آلوده به ویروس برگ بادبزنی مو و تیمار شده با در برگ

 (.2سالیسیلیک را نشان داد )جدول  اسید

محیطی موجب تحریک انباشت پرولین در های زیستتنش

شوند. انباشت پرولین، های گیاهی میطیف وسیعی از گونه
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 033 ...برگ روسیو یبر کاهش آلودگ کیلیسیسال دیاس یپاشمحلول ریتأثزاده و همکاران                                                   صالح

 

 

گرم بر های مو )میلی( بر محتوای پرولین برگSAسالیسیلیک ) ( و اسیدGFLVمختلف ویروس برگ بادبزنی مو ) تیمارهای ریتأث -0جدول 

 گرم وزن خشک(

 محتوای پرولین )%( تیمارها

Control 32/0 00/2  

GFLV 06/3 2/06* 

52 mg/L SA 00/0 30/2  

52 mg/L SA+ GFLV 50/3 2/00* 

022 mg/L SA 36/3 2/06* 

022 mg/L SA+GFLV 60/3 2/02* 

052 mg/L SA 30/3 2/23* 

052 mg/L SA+ GFLV 53/3 2/02* 

 

 
-( برگGPX( بر فعالیت گایاکول پراکسیداز )SA( و اسید سالیسیلیک )GFLVتیمارهای مختلف ویروس برگ بادبزنی مو ) ریتأث -1شکل 

 های مو

 

ی های زیستهای اسمزی در پاسخ به تنشکنندهیکی از تنظیم

دهد که محتوای آزاد ها نشان میگردد. بررسیمحسوب می

های برگ آرابیدوپسیس افزایش یافته و موجب پرولین در بافت

شود ها میارگانیسمشدن پاسخ فوق حساسیت به میکروفعال

(Hoque et al., 2007 ،در این پژوهش .)ی پاشمحلول

ها شد. ها باعث انباشت پرولین در آنسالیسیلک اسید به برگ

سالیسیلک اسید بدون آلودگی ویروسی موجب بهبود انباشت 

( 0226و همکاران ) Weiگردد. این نتایج با گزارش پرولین می

 NOشده باهای تنباکو تیمارهمخوانی دارد که در آن برگ

اسیدهای افزایش پرولین، آمینو 2O2Hو  SA، )نیتریک اکسید(

ت پایین را نشان دادند. آزاد و محتوای پروتئین محلول با غلظ

علاوه، افزایش پرولین با تیمار ترکیبی سالیسیلک اسید با به

تواند ناشی از اثر فاکتور مضاعف )تنش ویروس و ویروس می

 سالیسیلک اسید( باشد.

 

 گیری نتیجه

نتایج این پژوهش نشان داد که همه پارامترهای بیوشیمیایی و 

داری مو، تغییرات معنی هایفیزیولوژیکی مورد بررسی در برگ

ویروس برگ بادبزنی مو و تیمارهای  را در پاسخ به آلودگی

توان نتیجه گرفت که اساس می این سالیسیلک اسید دارند. بر
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Abstract 

 
Grapevine fanleaf virus (GFLV) is one of the most important and destructive grapevine viruses worldwide. This virus is 

a genus Nepovirus and is transmitted by the Xhiphinema index nematode. The present study was conducted to 

investigate the effect of salicylic acid foliar application on the incidence of GFLV on grapevine (Vitis vinifera L.) 

plants in the Faculty of Agriculture of Shiraz University in greenhouse conditions in 1398. Treatments included 

spraying as pretreatment and simultaneous application of salicylic acid and virus (SA + GFLV) on the leaves of 

biennial seedlings of white seedless cultivar in three concentrations of 50, 100 and 150 mg / l. Seedlings sprayed with 

potassium phosphate (without virus and salicylic acid treatment) were considered as controls. Comparison of the data 

mean to the effect of treatments on infected samples with GFLV showed that the highest and lowest disease progression 

were related to the control and salicylic acid spraying before treatment with the virus, respectively. Analysis of 

physiological parameters showed that viral contamination and salicylic acid treatments affected cellular metabolism 

such as levels of pigments and proteins. The results of this study showed that the application of different concentrations 

of salicylic acid significantly ramped up the protein content of white seedless grapes. In addition, peroxidase activity 

and plant proline content were induced by virus inoculation simultaneous and post salicylic acid treatment. Therefore, 

salicylic acid treatment increased plant resistance to GFLV. The results of this study showed significant changes in 

metabolism and production of secondary metabolites in the plant under the influence of GFLV viral infection with 

salicylic acid treatments. 
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