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 چکيده
ی بومی ايران هستند. در اين ي، گیاهان مهم داروMoraceaeاز خانواده  (Ficus carica)و انجیر  Meliaceaeاز خانواده  (Melia azedarach)زيتون تلخ 

 ,Cucumber mosaic virusلی گیاهان زيتون تلخ و انجیر در کاهش شدت بیماری ناشی از ويروس موزائیک خیار )وهای خام آبی و اتانتحقیق اثر عصاره

CMVفاده از آزمون ساندويچ دوطرفه الايزا های خیار با است( در بوته(DAS-ELISA)  و(Sq-RT-PCR) Semi quantitative-RT-PCR  مورد سنجش قرار

استفاده گرديد و فعالیت اختصاصی آنزيم فنیل آلانین آمونیوم لیاز  PR-1برای سنجش میزان نسخه برداری ژن  Sq-RT-PCRگرفت. همچنین از آزمون 

(PAL) ون الايزا نشان داد میزان حضور سنجش شد. نتايج آزمCMV های روز بعد از تیمار با غلظت05های خیار، در گیاهچهppm 011 لی و وعصاره اتان

ppm0111 کاهش پیدا کرده است. همچنین بیان ژن  یدارعصاره آبی انجیر و زيتون تلخ در مقايسه با شاهد آلوده بدون تیمار به طور معنیPR-1  پس

در نمونه های  PALداری افزايش يافته و فعالیت اختصاصی آنزيم به طور معنی ppm 011لی انجیر و زيتون تلخ در غلظت وا با عصاره اتانهاز تیمار نمونه

به طور های آلوده تیمار نشده روز بعد از اضافه شدن عصاره در مقايسه با نمونه 05تا  ppm 011لی انجیر و زيتون تلخ در غلظت وتیمارشده با عصاره اتان

به طور  ppm 011لی انجیر و زيتون تلخ در غلظت وهای خیار تیمار شده با عصاره اتاندر گیاهچه CMV ناشی از داری افزايش يافت و شدت بیماریمعنی

های خیار از در گیاهچه CMVداری کاهش يافت. نتايج اين بررسی در مجموع بیانگر فعال شدن احتمالی مقاومت سیستمیک اکتسابی در برابر معنی

 باشد.مورد استفاده در اين پژوهش میانجیر و زيتون تلخ های الکلی گیاهان طريق سازوکارهای مختلف مولکولی و بیوشیمیايی توسط عصاره

  Sq-RT-PCR،مقاومت سیستمیک ،PR-1ژن اثر ضد ويروسی، ، PALآنزيم  کليدی: کلمات
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Abstract 

Persian lilac (Melia azedarach; Family: Meliaceae) and fig (Ficus carica; Family Moraceae) are important medicinal plants native to Iran. 

In this study, the antiviral effect of the crude ethanolic and aquatic extracts of the persian lilac and fig plants in decreasing disease severity 

caused by Cucumber mosaic virus (CMV) in cucumber plants was assessed using with the double antibody sandwich ELISA (DAS-

ELISA) and semi quantitative-RT-PCR (Sq-RT-PCR). In addition, the transcription level of PR-1 gene and specific activity of 

phenylalanine ammonia- lyase (PAL) enzyme were evaluated using Sq-RT-PCR assay. ELISA results showed that the presence level of 

CMV in cucumber seedlings was significantly decreased up to 15 days after their treating with the 100 ppm of ethanolic and 1000 ppm of 

aquatic extracts of fig and persian lilac plants in compare to the non-treated control plants. The PR-1 expression level and PAL enzyme 

specific activity were also significantly increased compared to the non-treated control infected plants in samples treated with the ethanolic 

extracts of persian lilac and fig plants at the concentration of 100 ppm up to 15 days after treatments. Disease severity was also 

significantly decreased in cucumber seedlings treated with the 100 ppm concentration of ethanolic extract of the persian lilac and fig 

plants. Totally, results of this study indicated that the systemic acquired resistance might be activated against CMV by applying ethanolic 

extracts of persian lilac and fig plant used in this study in treated cucumber seedlings through different molecular and biochemical 

mechanisms. 
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 مقدمه
کشاورزی ارگانیک نوعی کشاورزی است که در آن از مواد و 

کی استفاده کودهای شیمیايی، بذرهای ترايخته و تغییر يافته ژنتی
ها و نیز تقويت گیاهان از شود و برای کنترل آفات و بیمارینمی

-های گیاهی، عصارهمواد طبیعی مثل مواد موثر مشتق از عصاره

-Hernándezشود )های خام گیاهی و کودهای دامی استفاده می

Herrera et al. 2014 تولید محصولات ارگانیک در دنیا از .)
های اخیر در ايران هم ر است و در سالاهمیت بسیاری برخوردا

های گیاهی گروه مهمی از مورد توجه واقع شده است. ويروس
زا در گیاهان هستند که خسارت آنها در سطح عوامل بیماری

 & Nicaise 2014; Jonesمیلیون دلار ) ۰1جهانی سالیانه بالغ بر 

Naidu 2020های کنترل شیمیايیشود و چون راه( برآورد می 
برای اين عوامل بیماريزا وجود ندارد، استفاده از مواد طبیعی نظیر 

های گیاهی برای افزايش مقاومت گیاهان در کنترل آنها عصاره
. توجه محققین امروزه به (Petrov et al. 2016)اهمیت دارد 

های گیاهی معطوف شده است. چنین ترکیباتی استفاده از عصاره
افزايش توان زيستی آنها شده و با حفظ سلامت گیاهان موجب 

ی يهای مقاومتی و مسیرهای ژنتیکی و بیوشیمیاسیستم
تواند سازند که اين منابع مقاومت میاختصاصی را در آنها فعال می

در مديريت آفات و بیمارگرهای گیاهی به کار گرفته شوند. در 
گذشته سازوکار دخیل در القاء دفاع پايه گیاهان با استفاده از 

های گیاهی مورد بررسی قرار گرفته است و مشخص شده ارهعص
های ی از توان تحريک دفاعياست که عصاره گیاهان دارو
 های ويروسی برخوردار هستندسیستمیک گیاهان علیه بیماری

(Goel et al. 2016.)  نتايج تحقیقات گذشته نشان داده است که
 Tanacetum vulgare)استفاده از عصاره خام گیاه بابونه گاوی 

L.) فرنگی و تواند موجب تحريک دفاع سیستمیک گیاه گوجهمی
 Cucumber mosaic)های موزايیک خیار مقاومت آن به ويروس

virus CMV)  وY  سیب زمینیPotato virus Y PVY))  شود
(Petrov et al. 2016پژوهش .) های مختلف بیانگر اين حقیقت

با  (Azadirachta indica A. Juss)است که عصاره گیاه چريش 
فعال نمودن دفاع های سیستمیک در گیاهان و همچنین با 

می تواند موجب  PR-1های دفاعی متفاوت مانند افزايش بیان ژن
های مختلف شود افزايش میزان مقاومت آنها در برابر آلودگی

(Goel et al. 2016 با ارزيابی کمی میزان بیان ژن های دفاعی .)
PAL  وPOX ا استفاده از بReal-Time PCR  2108در سال 

فرنگی با عصاره میوه گیاه های گوجهمشخص شد تیمار گیاهچه
-های مذکور در گیاهچه گوجهتواند موجب بیان ژنچريش می

 Meloidogyne javanicaفرنگی و مقاومت در برابر آلودگی نماتد 

(Treub) Chitwood ( شودNaserinasab et al. 2018 .)Vuko  و
اثر اسانس روغنی گیاه  2109همکاران در سال 

را در کنترل   (Micromeria croatica (Pers.) Schott)گلريز
در گیاه  (satRNA-CMV)آر.ان.ای وابسته به موزائیک خیار 

اثبات  (.Arabidopsis thaliana (L.) Heynh)آرابیدوپسیس 
خیل در های اين محققین نشان داد که بیان ژن دنمودند. آزمايش

در گیاهان تیمار شده در  Alternative Oxidase (AOX)مقاومت 
کند و موجب های تیمار نشده افزايش پیدا میمقايسه با نمونه

 .Vuko et al)می شود  satRNA-CMVکاهش سطح آلودگی 

. به تازگی محققین نشان دادند اسانس روغنی گیاه آويشن (2019
در گیاه خیار یک خیار کنترل کنندگی ويروس موزائاز توان 

. همچنین مشخص شد که عصاره (Helal 2019) برخوردار است
های آنتی اکسیدانی تواند با افزايش فعالیت آنزيمگیاه آويشن می

 CMVآلودگی گیاه موجب افزايش توان دفاعی گیاه خیار در برابر
 .(Helal 2019)شود 

  Cucumber mosaic virus (CMV)ويروس موزائیک خیار 
 Bromoviridaeاز خانواده Cucumovirus عضو شاخص جنس 

گونه گیاه يکی از  0211باشد و با دامنه میزبانی بیش از می
 شودهای بیمارگر گیاهی محسوب میمهمترين ويروس

(Edwaron & Christie 1991; Paluakitis & Gracia-Arenal 

منتقل گونه شته به روش ناپايا  81اين ويروس با بیش از (. 2018
 CMV(. ژنوم Palukaitis & Garcia-Arenal 2003) شودمی

( RNA1-3ای با قطبیت مثبت )تک رشته  RNAشامل سه قطعه
باشد که چهار ( میRNA4, RNA4Aزيرژنومی ) RNAو دو 

-( و پروتئین پوششی را رمزگذاری می1a, 2a, 2b, MPپروتئین )

دوئیان و های مهم ککند. بیماری موزائیک خیار از بیماری
بادنجانیان است و از لحاظ اقتصادی بسیار حائز اهمیت است. 

ها ، بد شکل شدن و توقف رشد گیاه، سبز مايل موزائیک در برگ
ها و مرگ گیاه علائم عمده ويروس موزائیک به زرد شدن در میوه

استفاده از ارقام مقاوم و کنترل  باشد.خیار بر روی گیاهان می
-به مشکل بودن کنترل اين ويروس روش حشرات ناقل با توجه

 باشند. های موثری در مبارزه با اين ويروس می
از خانواده  ..Ficus carica Lانجیر خوراکی با نام علمی  

Moraceae باشد که بیشترين سطح زير کشت آن در حوزه می
مديترانه و دريای سرخ است. اثرات ضد ويروسی شیره برگ و 

های موضعی ايجاد شده در اثر عداد لکهمیوه انجیر در کاهش ت
 Zucchini yellowو  Bean yellow mosaic virusهای ويروس
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mosaic virus  و ايجاد مقاومت در گیاه اثبات شده است
(Mahmoud et al. 2010نتايج پژوهش .) های پیشین نشان داد

-ويروس از توان مهار تکثیر ..F. nitida Lعصاره برگ گیاه زينتی 

 Tobacco necrosis virus (TNV)،Zucchini yellow های

mosaic virus (ZYMV) و Broad bean yellow mosaic virus 

(BYMV)  برخوردار است(Mahmoud et al. 2010) درخت .
سماقیان  از خانواده ..Melia azedarach Lزيتون تلخ با نام علمی 

(Meliaceaeدرخت خزان شونده )غربی  ای است که بومی شمال
های شمالی ايران از آستارا تا چین و ايران بوده و در جنگل ،هند

 . (Khan et al. 2011)شود گرگان يافت می
های زيادی در زمینه با وجود آنکه در حوزه سلامت تحقیق

بررسی اثرات ضد میکروبی عصاره گیاه انجیر و زيتون تلخ در 
-کنترل ويروسگذشته انجام پذيرفته است ولی پژوهشی در مورد 

های گیاهی بويژه ويروس موزائیک خیار از طريق استفاده از 
عصاره گیاهان انجیر خوراکی و زيتون تلخ تا کنون انجام نپذيرفته 

های مولکولی و بیوشیمیايی دخیل در است. همچنین جنبه
 CMVهای گیاهی جهت کنترل سازوکار کنترل کنندگی عصاره
ن تحقیق سعی شده است تا اثر نامشخص باقی مانده است. در اي

های خام آبی و اتانولی برگ گیاهان انجیر و میوه زيتون تلخ عصاره
در میزبان خیار مورد  در کاهش بیماريزايی ويروس موزائیک خیار

 بررسی قرار گیرد.

 

 هامواد و روش
 های خیارمنبع ويروس، تهیه عصاره و کاشت و تیمار گیاهچه

)جدا  CMVقیق از جدايه ايرانی برای اين تح منبع ويروس:
ای، منطقه پیشوا شهرستان ورامین، با شده از بوته خیار گلخانه

 .Arafati et al(( استفاده گرديد )MW248102رس شمار )

-(. خالص سازی بیولوژيکی جدايه مذکور با استفاده از مايه2013

 (.Chenopodium quinoa Willd)تره زنی مکانیکی گیاه سلمه
 Eyvazi et)انجام  pH 8/4مولار با  0/1فسفات پتاسیم  افرتوسط ب

al. 2015)  روی گیاه خیار تکثیر شد. و 
جمع آوری میوه گیاه  تهیه عصاره های خام آبی و اتانولی:

 Ficus) زيتون تلخ از درختان بومی استان گیلان و برگ انجیر

carica L.) رس های ديم شهرستان استهبان استان فااز انجیرکاری
های برگ در طول فصول بهار و تابستان انجام پذيرفت. نمونه

به منظور تهیه  (.Melia azedarach L)انجیر و میوه زيتون تلخ 
ها به طور های خام مورد استفاده قرار گرفتند. نمونهعصاره

برای روز خشک شدند.  05جداگانه در شرايط سايه و به مدت 

 .Asl-Najjari et alوش های آبی و الکلی راستخراج عصاره

های گرم از بافت 01مورد استفاده قرار گرفت. مقدار  (2015)
خشک شده برگ انجیر يا میوه خشک زيتون تلخ به طور جداگانه 

لیتر آب میلی 211به ترتیب در الکلی های آبی و برای تهیه عصاره
 ,SOX406سوکسله )در دستگاه  %41اتانول مقطر و الکل 

Farazmaco, Iran ) ساعت قرار داده شدند و آموده  02برای مدت
بدست آمده برای حذف حلال در دستگاه تبخیر کننده چرخان 

(Heidolph, Heizbad Hei-VAP, Germany)  در فشار کم و
قرار داده شدند و عصاره حاصل از کاغذ فیلتر میلی  C°11دمای 

 -C°21عبور داده شد و تا زمان استفاده در فريزر  µm  75/1پور
 های تاريک قرار داده شد.درون شیشه

سلطان ای رقم خیار گلخانه :کاشت و تیمار گیاهچه های خیار
برای اين تحقیق مورد )تهیه شده از شرکت سیمینیس آمريکا( 

 CMVاستفاده قرار گرفت که از تحمل در برابر آلودگی به 
ها در شرايط کاشت، نگهداری و تیمار گیاهچه. برخوردار بود

درجه سلسیوس، رطوبت  25 ± 2ای شامل ستاندارد گلخانها
 8) ساعت( و تاريکی 01و دوران متناوب نوری ) %41نسبی 

گرمی  011های های خیار در گلدانساعت( انجام شد. گیاهچه
، 011های برگی با غلظتچهار تا دو کاشته و سپس در مرحله 

صاره ع ppm 711و  211، 011عصاره آبی و  ppm 0111و  511
 الکلی )در حجم نهائی گلدان( به صورت مجزا تیمار گرديدند

ها ها به صورت مستقیم به ريزوسفر خاک گلدان. عصاره(0)جدول 
ها مطالعات مشابه در زمینه ی انتخاب غلظتاتزريق شدند. مبن

 .Yang et alهای گیاهی بود )کنترل ساير بیمارگرها با عصاره

2009, Jing et al. 2012روز پس از سه های تیمار شده یاهچه(. گ
و در  مايه زنی مکانیکی شدند CMVاضافه شدن عصاره توسط 

زنی، میزان فعالیت روز پس از مايه 05و  9، سههای زمان
در مقايسه با  CMVو میزان آلودگی به  PALاختصاصی آنزيم 

های شاهد سالم و آلوده که تنها با آب تیمار شده بود مورد گلدان
زنی، میزان يک . برای مايه(Jing et al. 2012) سه قرار گرفتمقاي

برگی در چهار گرم بافت پهنک برگ فوقانی خیار آلوده در مرحله 
کوبی رقیق و همگن شدند و سپس بر يک میلی لیتر بافر مايه

-های خیار تیمار شده با عصاره مايههای فوقانی گیاهچهروی برگ

ح کاملا تصادفی در سه تکرار و کوبی شدند. آزمايش در قالب طر
با تعداد پنج گلدان در هر تکرار انجام شد. تعداد پنج گلدان در هر 

ها تیمار شد. سه تکرار به صورت جداگانه با هر يک از عصاره
 ppmو  511، 211، 011های در هر تکرار با غلظتخیار گیاهچه 

آب  ی گلدان( از ماده ضد ويروسی محلول دري)در حجم نها 0111
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n total  

  

(، ترکیب ضد ويروسی و از مشتقات Pardarou, Iranآسیکلووير )
acyclic guanosine های که در گذشته به منظور حذف ويروس

 Sharma et)گیاهی در محیط کشت بافت گیاهان استفاده شده 

al. 2007; Singh  2015; Maisaro et al. 2017) به عنوان شاهد ،
ه با عصاره جهت مقايسه تاثیر مثبت آلوده به ويروس و تیمار نشد

. (Collins 1983)یمار گرديدند تCMV کنترل ها در مثبت عصاره
ای دانکن در ها از آزمون چند دامنهمقايسه میانگین دادهبرای 

ها از استفاده شد و جهت تجزيه و تحلیل داده 15/1سطح احتمال 
 ,SPSS (Version 22; SPSS Inc., Chicagoنرم افزار آماری 

USA)  .استفاده شد 
  : Disease Severity Index (DSI)محاسبه شاخص شدت بیماری

زنی های خیار مايهبرای گیاهچه DSIشاخص شدت بیماری 
ها اندازه گیری شد. و تیمار شده با هر يک از عصاره CMVشده با 

زنی تحت نظر قرار گرفت روز پس از مايه 05تا  9از  علايم بیماری
= 0 بدون علايم، =1) ر اساس رتبه دهی علايمو شدت علايم ب

موزائیک سیستمیک =  2 موزائیک خفیف يا پیسک خفیف،
موزائیک مشخص و =  ۰ مشخص بدون تغییر شکل گیاه،

موزائیک مشخص و نکروز کلی =  7 تغییرشکل برگ و کوتولگی،
و منتهی شونده به مرگ گیاه( در  %51 نکروز بالای = 5  و %51 تا

. شاخص يادداشت برداری قرار گرفتمورد زنی شده هگیاهان ماي
 (.Zeng et al. 2007بر اساس فرمول زير محاسبه گرديد )بیماری 

 
I= SD 

 
 

 Disease Severity Index نشان دهنده DSIفرمول فوق در 
نشان دهنده رتبه خاصی  grade x، است)شاخص شدت بیماری( 

تعداد گیاهانی است که در   nx،شد است که در بالا به آن اشاره
تکرارهای در نظر گرفته شده برای يک تیمار خاص، آن رتبه 

 n total وبالاترين رتبه   highest grade ،دهندخاص را نشان می
 .باشدمی تعداد کل گیاهان

 
بررسی میزان نسبی حضور ويروس در گیاهچه های خیار تیمار 

 شده
خیار های در گیاهچه CMVی میزان حضور نسب :آزمون الايزا

زنی شده به و مايه( 0ها )جدول تیمار شده با هر يک از عصاره
-روز پس از مايه 05و  9، ۰در روزهای  CMVصورت مکانیکی با 

( مطابق DAS-ELISAزنی با ويروس با استفاده از آزمون الايزا )

( مورد بررسی قرار گرفت. برای 1977) Adamsو   Clarkروش
ای های پوششی و کانجوگیت تک همسانهبادیز آنتیالايزا ا

نوترکیب تهیه شده علیه پروتئین حرکتی ويروس موزائیک خیار 
 –از مرکز تحقیقات علوم   Tomas Cantoکه قبلا توسط دکتر

تولید شده بود با رقت  (CSIC-CIB, Madrid, Spain) اسپانیا
نین در بافر (. همچDel Toro et al. 2015) استفاده گرديد 1/200

 (DTT)استخراج از مواد شیمیايی تخريب کننده پروتئین مانند 
Dithiothreitol  ل نیز برای وبتامرکاپتواتان %0/1و  %0به میزان

جهت  استفاده شد و های بافت آلودهشدن بهتر پروتئینهمگن 
لیتر بافر میلی سهگرم بافت به  يکمیزان عصاره گیری بافت ها از 

برای روز سوم از نمونه برگ تازه مايه زنی ده شد. استخراج استفا
های فوقانی، جوان و از برگ شده و برای روزهای نهم و پانزدهم

برای سنجش غلظت  CMVتازه رشد يافته خیار آلوده شده به 
اضافه  بعد از در آزمون الايزا استفاده شد. نسبی حضور ويروس

 ,Sanofi)فسفات  ماده پارانیتروفنیل دارای زمینه نمودن بافر

French) دستگاه ها، خوانش بشقابک الايزا توسطچاهک درون 

هر  نانومتر 715 موج طول در ELX 800-Biotekمدل  خوان الايزا
 n = X¯+ 3SDبا استفاده از فرمولنیم ساعت يکبار انجام شد. 

 ¯Xها صورت پذيرفت. در اين فرمول مقايسه میزان جذب نمونه
-ای سالم و غیر آلوده بوده و جذب نمونههمیانگین جذب نمونه

بود معادل آلوده در نظر گرفته شد.  nهايی که بزرگتر يا برابر عدد 
نمونه جداگانه  چهاربرای سنجش میزان حضور نسبی ويروس از 

تکرار در هر بار آزمون الايزا دو برای هر تیمار و از هر نمونه خیار 
 کاملا آزمايشی ز طرحها ااستفاده شد. برای مقايسه کمی داده

ای ها از آزمون چند دامنهمقايسه میانگین دادهبرای  و تصادفی
 .Asl-Najjari et al)استفاده شد  15/1دانکن در سطح احتمال 

2015 .) 

برای بررسی میزان  :Semi-quantitative RT-PCRآزمون 
های تکثیر ژن پروتئین حرکتی ويروس موزائیک خیار در بوته

-Semiها از آزمون شده با هر يک از عصاره تیمارخیار 

quantitative RT-PCR مطابق روش et al. (2001)  Marone  و
آغازگر اختصاصی برای تکثیر طول کامل چارچوپ ژنی پروتئین 

 (Bashir et al. 2008)جفت باز  871حرکتی ويروس به اندازه 
(. همچنین جهت بررسی امکان فعال شدن 2شد )جدولاستفاده 

های خیار تیمار شده با هر يک از فاع سیستمیک در گیاهچهد
با استفاده از  PR-1ژن  mRNAهای ها، میزان حضور نسخهعصاره

مورد سنجش  2آغازگر اختصاصی و آزمون فوق مطابق جدول 
برای  18S rRNAدار قرار گرفت. برای اين منظور از ژن خانه
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 ظور در روز پانزدهمبرای اين منيکسان نمودن نتايج استفاده شد. 
یک ئزنی ويروس و همزمان با بروز علايم موزاپس از مايه
های خیار تیمار شده با هر کل بافت گیاهچه  RNAسیستمیک 

های کوچک استخراج های خام با استفاده از ستونيک از عصاره
RNA   شرکتQiagene ها استخراج و با ، از برگکشور انگلستان

آغازگر تصادفی شش از  pmoles/µL 011استفاده از غلظت 
کره  -)شرکت بايونیر Random hexamer primer (dN6)تائی

های استخراج شده با RNA. ساخته شد cDNAاز آن جنوبی( 
 DNAجهت حذف آلودگی  DNaseI, RQ1 -RNaseI freeآنزيم 

 M-MuLVبا استفاده از آنزيم  cDNAساخت تیمار گرديدند. 
 (Promega, U.S.A, Inc)ازنده مطابق دستورالعمل شرکت س

برای استفاده از  cDNAنرمال سازی میزان صورت پذيرفت. 
 با استفاده از PCRآزمون انجام پذيرفت.  cDNAغلظت يکسان 
از  µl 27ساخته شده در حجم کل  cDNAاز  يک میکرولیتر

Mix,0.4 -mM 4dNTP , 0.422 mM MgClگرهای شاملواکنش

μM Forward primer, 0.4 μM Reverse primer, 0.6 units 

Gold Taq Flexi DNA polymerase  10وX Taq Flexi Buffer 
 دوچرخه حرارتی شامل  ۰5و  ۰1، 25در دستگاه ترموسايکلر با 

 C° 97 ،51دقیقه در يک ، C°97اولیه در  سازی دقیقه واسرشت
دقیقه در  01ی يو بسط نها C° 42ثانیه در  C°57 ،51ثانیه در

C°42 ها در تعداد سیکلحاصل از تکثیر ژن محصولام شد. انج-

الکتروفورز  %5/2در ژل آگارز  PCRهای حرارتی مختلف آزمون 
های کنترل منفی و مثبت استفاده شده شد. برای هر ژن از نمونه

 شدت باندهایتکرار زيستی انجام شدند. چهار ها با و تمام آزمون

 Image Jافزار  نرم از ادهاستف با الکتروفورز از پس آمده دست به

(http://rsb.info.nih.gov/ij)  بر مبنی سطح زير منحنی هر باند
درونی استفاده  کنترل عنوان به18S rRNAگیری شد. از ژن اندازه

نسبت به  PR-1ژن  به مربوط آمده بدست باندهای شدت و شد
 & Spencer) مقايسه گرديد و متعادل 18S rRNAشدت باند 

Christensen 1999). نرم از آمده بدست اطلاعات از استفاده با 

های تیمار برای نمونه PR-1 ژن بیان میزان مربوط به نمودار افزار،
 رسمهای متفاوت مورد تحقیق های مختلف عصارهشده با غلظت

 Student’s t-testآزمون  از استفاده با آماری آنالیز گرديد. سپس
 .شد انجام

صاصی آنزيم فنیل آلانین آمونیوم محاسبه کمی فعايت اخت
 برای سنجش کمی فعالیت آنزيم فنیل آلانین آمونیوم :PALلیاز 
ی روزهای اوز سوم از نمونه برگ خیار تازه مايه زنی شده و بردر ر

-های فوقانی جوان و تازه رشد يافته نمونهنهم و پانزدهم از برگ

ها نه بردارینمواستفاده شد.  CMVهای تیمار و مايه زنی شده با 
های مورد روز پس از مايه زنی نمونه 05و  9، سههای در زمان

اين آزمون مطابق دستورالعمل موجود انجام شد.  CMVبررسی با 
(. برای اين منظور Sung & Kook-Hwang 2014انجام پذيرفت )

 از استفاده با خیار گیاه هایبرگ از برگ بافت کل ابتدا پروتئین

 ماده mM 2حاوی   1pH مولار با 0/1 یمفسفات پتاس بافر
EDTA، mM dithiothreitol 7 هماد حجمی %2 وPVP  استخراج 

 فوق شده استخراج پروتئین از میکرولیتر 211 گرديد. سپس میزان

 يک و  8/4pHمولار بورات با  10/1 بافر میلی لیتر از دو همراه به

 همان در که L- Phenylalanine مولار 12/1محلول  از میلی لیتر

 برای سلسیوس درجه ۰1 دمای در باشد شده تهیه فوق بورات بافر

 نانومتر 291 در جذب میزان شد. سپس  انکوبه ساعت يک مدت

در نهايت به محلول  .گرديد محاسبه انکوباسیون از بعد و قبل
میلی لیتر اتیل استات اضافه شد. فاز روغنی  05حاصل میزان 

ده در دمــای آزمايشگاه قرار داده شد تشکیل شده جدا و باقی مان
مولار  15/1تا تبخیر شود. سپس سینامیک اسید باقی مانده در 

گیری میزان جذب سود حل شد و غلظت سینامیک اسید با اندازه
 cm1-M-1نانومتر و با استفاده از ضريب خاموشی معادل  291در 

نیل بدست آمد. فعالیت اين آنزيم بر اساس سرعت تبديل ف 9511
 آلانین بر ترانس سینامیک اسید تعیین می شود. 

 شامل تهیه عصاره در حل پروتئین کل قابل میزان ارزيابی
 سرم استاندارد )آلبومن پروتئین از استفاده با استاندارد منحنی
و همزمان با سنجش   Bradford (1976)روش با مطابق گاوی(
 میکرولیتر 21 مقدار منظور اين گرفت، برای انجام PALآنزيم 
 لوله يک در برادفورد معرف لیترسه میلی با نمونه هر عصاره

 طول در نور جذب میزان سپس و کوچک مخلوط آزمايش
 هر گرديد. برای قرائت اسپکتروفتومتر از با استفاده nm  595موج

با  عصاره هر پروتئین میزان شد و گرفته نظر در سه تکرار نمونه
میزان فعالیت  .شد محاسبه رداستاندا منحنی از استفاده

از تقسیم عدد مربوط به جذب آنزيم بر  PALاختصاصی آنزيم 
دقیقه بر میزان پروتئین کل بافت بر حسب میکروگرم پروتئین 

  کل بافت مورد سنجش به دست آمد.

 
 نتايج 

نتايج مربوط به بررسی تاثیر عصاره خام گیاهان زيتون تلخ و 
-DASيروس با استفاده از آزمون انجیر بر کاهش میزان حضور و

ELISA های نشان داد که غلظتppm 211  عصاره الکلی زيتون
با به ترتیب ( B-2)کد  الکلی انجیر ppm011 ( و C-1تلخ )کد 
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دار حضور موجب کاهش معنی 55/1 و 78/1میانگین جذب نوری 
درصد در الايزا در مقايسه  51و  12به میزان به ترتیب  ويروس 

( = OD 25/0های ه شاهد آلوده بدون تیمار )با میانگینبا نمون
عصاره آبی  ppm 0111های (. همچنین غلظت0شدند )شکل 

دار ( با کاهش معنیZ-1( و زيتون تلخ )کد A-1انجیر )کد 
( در 1/1و 5/1بترتیب  ODهای میانگین جذب نوری )میانگین

بعدی از های درصد در رتبه 52و  11الايزا به ترتیب به میزان 
های خیار در گیاهچه CMVبیشترين میزان توان کاهش آلودگی 

روز پس از آلودگی برخوردار  05در مقايسه با ساير تیمار در زمان 
 (.0بودند )شکل 

دار )در نیز حکايت از کاهش معنی sq-RT-PCRنتايج آزمون 
های در گیاهچه CMVهای ژنوم ( میزان حضور نسخه%5سطح 

های خام آبی و الکلی زيتون با هريک از عصاره خیار تیمار شده
تلخ و انجیر در مقايسه با نمونه شاهد آلوده بدون تیمار با عصاره 

(. همچنین نتايج اين آزمون بیانگر آن بود که 2داشت )شکل 
های خام های خام آبی و الکلی انجیر در مقايسه با عصارهعصاره

 CMVر میزان تکثیرداآبی و الکلی زيتون تلخ در کاهش معنی
 (.2)شکل  اندموثرتر عمل نموده
دار )در نیز حکايت از کاهش معنی Sq-RT-PCRنتايج آزمون 

های در گیاهچه CMVهای ژنوم ( میزان حضور نسخه%5سطح 
های خام آبی و الکلی زيتون خیار تیمار شده با هريک از عصاره

تیمار با عصاره تلخ و انجیر در مقايسه با نمونه شاهد آلوده بدون 
 (.2)شکل داشت 

 

 های خیار استفاده شد.اطلاعات مربوط به کدها و مشخصات مربوط به هر کد که از آن برای تیمار گیاهچه .1جدول 
Table 1. Information for the codes and the characteristics for each code that used for cucumber seedling treatments. 

Code 
  Distinct kind and concentration (ppm) of 

crude extract 
Code 

Dosage (ppm) of Acyclovir used for CMV-

infected samples treatment 

A-1 1000 ppm of fig aquatic extract  a3 100 

A-2 500 ppm of fig aquatic extract  b3 200 

B-1 200 ppm of fig ethanolic extract  z3 500 

B-2 100 ppm of fig ethanolic extract  c1 1000 

Z-1 1000 ppm of persian lilac aquatic extract    

Z-2 500 ppm of persian lilac aquatic extract    

C-1 200 ppm of persian lilac ethanolic extract    

C-2 100 ppm of persian lilac ethanolic extract    

V or C+ 
CMV-infected and  none treated plant 

 (positive control) 
  

Hor  -C 
None treated and healthy plant  

(negative control) 
  

H1 Healthy plant treated with1000 ppm  

of fig aquatic extract 
  

H2 Healthy plant treated with 500 ppm 

 of fig aquatic extract 
  

H3 Healthy plant treated with 200 ppm  

of fig ethanolic extract 
  

H4 Healthy plant treated with 100 ppm  

of fig ethanolic extract 
  

H5 Healthy plant treated with1000 ppm  

of persian lilac aquatic extract 
  

H6 Healthy plant treated with 500 ppm 

 of persian lilac aquatic extract 
  

H7 Healthy plant treated with 200 ppm  

of persian lilac ethanolic extract 
  

H8 Healthy plant treated with 100 ppm  

of persian lilac ethanolic extract 
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هـای آبـی و هـای گیاهچـه خیـار تیمـار شـده بـا هريـک از عصـارههـای الايـزا بـرای نمونـههـکبررسی مقادير مربوط به میانگین جـذب چا .1شکل 

(. از نمونـه خیـار تیمـار شـده بـا آب 0)مشخصـات حـروف مطـابق جـدول  CMVروز پـس از مايـه زنـی بـا  05ی گیاهان زيتون تلخ و انجیـر تـا لالک

حـروف بـر روی هیسـتوگرام بیـانگر در کنـار سـاير تیمارهـا اسـتفاده شـد.  C)+(و خیـار آلـوده بـه ويـروس بـدون تیمـار  C)-( به عنوان شاهد منفی

 .می باشد P<0.05سطح معنی داری 

Figure 1. Evaluating the mean absorbance values of the ELISA wells for the cucumber seedling samples treated with each 

of the alcoholic and aquatic extracts of the persian lilac and fig plants up to 15 days after CMV inoculation (characteristics 

of the letters are according to the details in Table 1). Cucumber samples treated with the water used as the negative control 

(C-) and non-treated cucumbers infected with the virus (C+) were used beside the other studied samples. Letters on the 

histograms indicated to the significance level of (P<0.05). 

 

های خام همچنین نتايج اين آزمون بیانگر آن بود که عصاره

های خام آبی و الکلی زيتون آبی و الکلی انجیر در مقايسه با عصاره

موثرتر عمل نموده اند  CMVدار میزان تکثیرتلخ در کاهش معنی

نشان داد میزان  Sq-RT-PCR(. از طرفی نتايج آزمون 2)شکل 

های مارکر مقاومتی در نمونه به عنوان PR-1نسخه برداری ژن 

های آبی و الکلی انجیر و زيتون تلخ در زمان تیمار شده با عصاره

داری افزايش يافته است روز پس از تیمار به طور معنی 05

-(. نتايج همچنین بیانگر آن بود که عصارهB۰و  A۰های )شکل

بیان بیشتر و  ppm 011های الکلی انجیر و زيتون تلخ در غلظت 

های آبی موجب شده اند را در مقايسه با عصاره PR-1دار ژن نیمع

های سالم و يا آلوده در گیاه PR-1(. هیچ رونوشتی از ژن ۰)شکل 

های تیمار ها تیمار نشدند و همچنین نمونهکه با عصاره CMVبه 

 شده با داروی آسیکلووير به عنوان شاهد قابل رديابی نبود.

های در گیاهچه CMVماری نتايج بررسی شاخص شدت بی 

های آبی و الکلی زيتون تلخ و خیار تیمار شده با هريک از عصاره

انجیر نشان داد که تا روز نهم پس از مايه زنی، شاخص بیماری به 

در مقايسه با  %82تا  %48و در روز پانزدهم  %45تا  41میزان 

 داری پیدا کرده است )جدولنمونه شاهد تیمار نشده کاهش معنی
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زنی با زايی پس از مايهبیشترين میزان کاهش شاخص بیماری (.۰

عصاره  ppm 011های خیار تیمار شده با غلظت ويروس در نمونه

( در روز پانزدهم %82( و انجیر )%5/48های الکلی زيتون تلخ )

پس از مايه زنی با ويروس مشاهده گرديد و پس از آن تیمار با 

( و انجیر %18زيتون تلخ ) های آبیعصاره ppm 0111غلظت 

( بیشترين تاثیر را در کاهش شاخص بیماری در مقايسه 5/40%)

و تیمار نشده با عصاره(  CMVبا نمونه کنترل )نمونه آلوده به 

 داشت.

عصاره  ppm 511های الکلی و عصاره ppm 211های غلظت

های آبی انجیر و زيتون تلخ نیز از نظر کاهش شاخص بیماری در 

(. بیشترين میزان کاهش ۰ای بعدی قرار داشتند )جدول رديف ه

های خیار زايی پس از مايه زنی با ويروس در نمونهشاخص بیماری

( و %5/90های الکلی انجیر )عصاره ppm 011تیمار شده با غلظت 

زنی با ويروس ( در روز پانزدهم پس از مايه%5/89زيتون تلخ )

عصاره  ppm 0111غلظت مشاهده گرديد و پس از آن تیمار با 

( بیشترين تاثیر را در %5/87( و زيتون تلخ )%81های آبی انجیر )

کاهش شاخص بیماری در مقايسه با نمونه کنترل )نمونه آلوده به 

CMV های و تیمار نشده با عصاره( داشت. غلظتppm 211 

های آبی عصاره ppm 511( و %5/87عصاره الکلی زيتون تلخ )

( نیز از نظر کاهش شاخص %4/82تلخ )هر کدام انجیر و زيتون 

 (.۰بیماری در رديف های بعدی قرار داشتند )جدول 

 

 pathogenesis-related protein-1های مربوط به ژن mRNAهای فهرست آغازگرهای مورد استفاده جهت ارزيابی میزان حضور نسخه .۲جدول 

(PR-1) پروتئین حرکتی ويروس ،CMV (CMV-MP ) 18وS ribosomal RNA (18S rRNA) توسط آزمونsemi quantitative RT-PCR. 
Table 2. The list of primers used for assessing the mRNA transcript levels of of pathogenesis-related protein-1 (PR-1), 

movement protein of CMV (CMV-MP) and 18S ribosomal RNA (18S rRNA) genes by semi quantitative RT-PCR. 

Primer name         Primer sequence Amplicon size (bp) References 

PR-1 
F: GGATGCCCATAACACAGCTC 

220 (Rakhshandehroo et al. 2009) 
R: GCTAGGTTTTCGCCGTATTG 

CMV-MP 
F: CATGGCTTTCCAAGGTACCAG 

840 (Bashir et al. 2006) 
R: CTAAAGACCGTTAACCACCTGC 

*18sr RNA 
F: AACGGCTACCACATCCAAG 

461 (Rakhshandehroo et al. 2009) 
R: TCATTACTCCGATCCCGAA 

 

 

 PALبررسی کمی فعالیت اختصاصی آنزيم 
ــاز  ــونیم لی ــین آم ــل آلان ــزيم فنی ــی آن ــت اختصاص فعالی

PAL) در اين پژوهش بـه عنـوان شاخصـی بـرای فعـال شـدن )

هـای خیـار تیمـار شـده دفاع سیسـتمیک اکتسـابی در گیاهچـه

هـای گیـاهی مـورد بررسـی مـورد سـنجش با هريـک از عصـاره

ــايج نشــان داد  ــت. نت ــرار گرف ــت اختصاصــی کمــی ق ــه فعالی ک

ــزيم  ــه PALآن ــورد در گیاهچ ــالات م ــام ح ــار در تم ــای خی ه

هـای خیـار سـالم تیمـار شـده بـا عصـاره بررسی هم در گیاهچه

های آلـوده بـه ويـروس تیمـار شـده بـا هـر يـک و هم در نمونه

دار هـای شـاهد بـه طـور معنـیها در مقايسه بـا نمونـهاز عصاره

يافتـه اسـت. بـه ايـن مفهـوم  برابـر افـزايش 1تـا  2و به میـزان 

ــه عصــاره ــوان ک ــخ از ت ــون تل ــر و زيت ــان انجی ــای خــام گیاه ه

ــزيم  ــی آن ــت اختصاص ــک فعالی ــه PALتحري ــای در گیاهچ ه

 اند. خیار برخوردار بوده
عصاره آبی انجیر و همچنین  ppm 0111و  511های غلظت

عصاره الکلی انجیر و زيتون تلخ بیشترين  ppm 011غلظت 

در مقايسه با  PALتحريک فعالیت اختصاصی آنزيم میزان توان 

 511و  0111های (. غلظت7ساير تیمارها را داشتند )شکل 

ppm  عصاره آبی زيتون تلخ و ppm211 لی انجیر وهای اتانعصاره

و زيتون تلخ در مرتبه بعدی از توان تحريک فعالیت اختصاصی 

 ppm 211(. غلظت 7آنزيم مذکور برخوردار بودند )شکل 

های لی انجیر و زيتون تلخ در هر مورد از نمونهوهای اتانعصاره

برخوردار  PALتیمار، از کمترين توان تحريک فعالیت اختصاصی 

 (.7بودند )شکل 
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و زيتون  های آبی و الکلی انجیرهای خیار تیمار شده با هر يک از عصارههای خیار. نتايج مربوط به گیاهچهدر گیاهچه CMVشدت بیماری. ۳جدول 
 (.0باشد. نتايج بر حسب درصد بیان شده است )مشخصات حروف مطابق جدول زنی با ويروس میروز پس از مايه 05تلخ تا 

Table 3. Disease severity of CMV in cucumber seedlings. Results are for cucumber seedlings treated with each of the 
alcoholic and aquatic crude extracts of the Persian lilac and fig plants up to 15 days after virus inoculation. Results are 
indicated on the basis of the percent of infection (Characteristics of the letters are according to the details in Table 1). 

Disease severity of CMV in treated cucumber seedlings 
in days after inoculation with CMV  

Different 
concentrations 

of extract  (ppm) 
Kind of the extract 

15 9 3  
** 0.08±  8 ** 0.07 ± 15 * 0.01 ± 11  1000 

Fig aquatic extract ** 0.02±  10 ** 0.07 + 16 ** 0.06 ± 12  500 
** 0.05±  15 ** 0.06±  20 ** 0.04 ± 16  200 

Fig ethanolic extract ** 0.03±  5 ** 0.02 ± 12 ** 0.03 ± 10  100 
** 0.003±  9 ** 0.06 ± 15 * 0.01± 13  1000 

Persian lilac aquatic extract ** 0.02±  10 * 0.02 ± 17 ** 0.09 ± 15  500 
** 0.01±  9 ** 0.04 ± 14 ** 0.01 ± 10  200 

Persian lilac ethanolic extract ** 0.05± 6 ** 0.11 ± 10 ** 0.09±  8  100 

** 0.01 ± 58 ** 0.02 ±40 ** 0.03 ± 28   
Cucumber seedling       

infected with CMV, without 
extract treatment  

*, ** Significant at the 0.05 and 0.01 probability levels, respectively.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

های خیار آلوده به ويروس و تیمار شده با در گیاهچه CMVهای ژن پروتئین حرکتی برای بررسی حضور نسخه sq-RT-PCRنتايج آزمون  .۲شکل 
 ppm 1000در غلظت  (c1)از داروی آسیکلووير روز پس از تیمار با عصاره. برای اين آزمون  05های خام آبی و الکلی زيتون تلخ و انجیر هريک از عصاره

 011از نشانگر وزن مولکولی  .Lاستفاده شد.  CMV-Control (V)و تیمار شده با آب به عنوان نمونه  CMVبه عنوان شاهد مثبت و از نمونه آلوده به 
مربوط به گیاهچه خیار فاقد آلودگی برای  cDNAآن از  کنترل منفی که در .N به عنوان نردبان وزن مولکولی استفاده شد. )شرکت فرمنتاس(جفت باز 

PCR .استفاده شد 

Figure 2. Results of the sq-RT-PCR for assessing the transcript levels of CMV movement protein gene in cucumber 
seedlings treated with each of the alcoholic and aquatic crude extracts of the Persian lilac and fig plants, 15 days after virus 
inoculations. Acyclovir medicine at the concentration of 1000 ppm was used as positive control (c1) and CMV infected 
cucumber plants treated with the water was used as CMV-control sample (V). L. 100 bp DNA ladder (Fermentas, Inc) used 
as ladder molecular marker. N. negative control in which cDNA from healthy cucumber seedling used for PCR. 
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های آبی و های مختلف عصارهار شده با غلظتهای خیار تیمدر گیاهچه 18S rRNAنرمال شده با  PR-1ژن  mRNAهای میانگین رونوشت .A. ۳شکل 

در  PR-1های ژن برای بررسی حضور نسخه %2.5در ژل آگارز  sq-RT-PCRنتايج آزمون  .PCR .Bهای مختلف لی انجیر و زيتون تلخ در چرخهواتان

روز پس از  05های خام انجیر و زيتون تلخ در هالکلی عصار ppm 011آبی و  ppm 0111های های خیار آلوده به ويروس و تیمار شده با غلظتگیاهچه

گیاهان تیمار شده با داروی  .Vبه عنوان کنترل درونی برای يکسان سازی نتايج استفاده شد.  18S rRNAتیمار با عصاره. برای اين آزمون از ژن 

جفت باز  011از نشانگر وزن مولکولی  .L .ستفاده شدا RT-PCRگیاه سالم بدون تیمار برای  cDNAنمونه کنترل منفی که در آن از  .Nآسیکلووير، 

  به عنوان نردبان وزن مولکولی استفاده شد. (شرکت فرمنتاس)

Fig 3. A. Mean transcript level of mRNA for the PR-1 gene, normalized to the 18SrRNA in cucumber seedlings treated 

with the different concentrations of the aquatic and ethanolic extracts of fig and persian lilac plants. B. Sq-RT-PCR result on 

2.5% agarose gel for assessing the transcript levels of PR-1 gene in CMV infected cucumber seedlings treated with the 

1000ppm aquatic and 100ppm alcoholic crude extracts of fig and persian lilac plants in 15 days after treatments. 18s rRNA 

gene used as internal control for normalizing the results. V. Plants treated with the acyclovir medicine. N. Negative control 

sample in which cDNA from non-treated healthy cucumber seedling used for PCR. L: 100 bp DNA ladder (Fermentas, Inc) 

used as ladder molecular marker.  
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  211ppmو  011های آبی و عصاره ppm 0111و  511های های خیار تیمار شده با غلظتدر نمونه PALارزيابی فعالیت اختصاصی آنزيم  .4شکل 

و  CMVهای خیار آلوده به گیاهچه C2تا  A1. نمونه های  CMV ,(DAI) بعد از آلودگی با  05 و 9، ۰عصاره های الکلی انجیر وزيتون تلخ در زمان های 

ز داروی (. ا0گیاهچه های خیار سالم تیمار شده با غلظت های مختلف عصاره های خام می باشند )مشخصات حروف مطابق جدول  H8تا  H1نمونه های 

و خیار آلوده به ويروس بدون   (H)( به عنوان کنترل مثبت و از نمونه خیار تیمار شده با آب به عنوان شاهد منفیc1گیاهی ضد ويروسی آسیکلوير )

 می باشد. (P<0.05)حروف بر روی هیستوگرام بیانگر سطح معنی داری در کنار ساير تیمارها استفاده شد.  (V)تیمار 

Figure 4. Evaluating the PAL specific activity in cucumber samples treated with the 500 and 1000 ppm aquatic extracts and 

100 and 200 ppm alcoholic extracts of the fig and Persian lilac plants at specified 3,9 and 15 days after CMV inoculation, 

(DAI). Sample A1 to C2 are for CMV infected cucumber seedlings and samples H1 to H8 are belong to the healthy 

cucumber seedlings that treated with the different concentrations of the crude extracts (characteristics of the letters are 

according to the details in Table 1). Acyclovir antiviral plant ointment (c1) used as positive control and cucumber samples 

treated with the water used as the negative control (H) and non treated cucumbers infected with the virus (V) were used 

beside the other studied samples. Letters on the histograms indicated to the significance level of (P<0.05). 

 

 بحث

هـای خـام آبـی و نشـان داد کـه عصـاره نتايج تحقیق حاضر
برگ انجیر و میوه زيتون تلخ، از توان کاهش میزان حضور  لیوانات

-موزايیک خیار در گیاهچهويروس و نیز شاخص بیماری ويروس 

باشند. بـا مقايسـه یهای مشخص برخوردار مهای خیار در غلظت

 گرديدشخص مدر اين تحقیق  sq-RT-PCRنتايج آزمون الايزا با 
هـای توانند موجب کاهش تعداد نسـخههای مذکور میکه عصاره

بـرداری و تکثیـر آن را تحـت تـاثیر  ژنومی ويروس شده و نسخه
ن در آقرار داده و به طـور معنـی داری موجـب کـاهش بیمـاری 

در مقايسه با شـاهدهای بـدون تیمـار بـا  های خیار تیمارگیاهچه
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شوند. همچنین نتايج اين پژوهش نشان داد که کاهش عصاره می
-روز بعد از آلـودگی گیاهچـه 05تا  9های بیماری در طول زمان

هـای کنـد. بـا مقايسـه دادههای خیار با ويروس ادامـه پیـدا مـی
تـوان مـی PALمربوط به سنجش کمی فعالیت اختصاصی آنزيم 

هـای مـذکور اين نتیجه کلی رسـید کـه احتمـال دارد عصـاره به
های بیوشیمیايی مسئول تولیـد توانسته باشند با تغییر در چرخه

هـای خیـار موجـب درگیاهچـه میکروبیهای ثانويه ضد متابولیت
کاهش آلودگی در زمان دو هفتـه بعـد از آلـودگی و همزمـان بـا 

از  PALآنـزيم  تکمیل چرخه آلودگی ويروس در میزبـان شـوند.
باشد و با حذف آمین از های مهم چرخه فنیل پروپانوئید میآنزيم

تواند حلقه فنلی آنرا بـرای اسید آمینه آروماتیک فنیل آلانین می
 های فنلی ضد میکروبی به کار ببرد. تولید متابولیت

-در مجموع نتايج اين پژوهش حکايت از موثرتر بودن عصاره

 نجیر و زيتون تلخ در کاهش شدت بیماریلی گیاهان اوهای اتان
CMV  و افزايش فاکتورهای مقاومتی در خیارهای تیمار مانند

های آبی داشت. در مقايسه با عصاره PALو آنزيم  PR-1پروتئین 
های الکلی های گذشته نشان داده است که عصارهنتايج تحقیق
-اج شدهی که با هگزانول، متانول و يا اتانول استخريگیاهان دارو

های آبی های ضد میکروبی موثری در برابر عصارهاند از ويژگی
(. يکی از دلايل اين امر Medini et al. 2014برخوردار هستند )

های تواند حلالیت بهتر ترکیبات پلی فنلی، فلاونوئیدها و تاننمی
 .Medini et alضد میکروبی در الکل در مقايسه با آب باشد )

توانند ص شده است که اين ترکیبات می(. همچنین مشخ2014
های سیستمیک در های مرتبط با مقاومتموجب القاء پروتئین

(. در مجموع روند رو Elsharkawy et al. 2013گیاه خیار شوند )
های مرتبط با مقاومت به بیمارگرها به رشد و تجمعی پروتئین

-( تا حدود دو هفته پس از تیمار گیاهچهPALو  PR-1)مانند 

تواند بیانگر فعال شدن نوعی ها میهای خیار با هر يک از عصاره
های دخیل دفاع فعال سیستمیک مبتنی بر بیان تنظیم شده ژن

نتايج حکايت از آن داشت که فعالیت  در مقاومت گیاه باشد.
زنی نشده های خیار سالم مايهدر گیاهچه PALاختصاصی آنزيم 

کند. به اين نیز افزايش پیدا میهای گیاهی پس از تیمار با عصاره
مفهوم که آلودگی ويروسی به تنهايی از توان تحريک فعالیت 

-اختصاصی آنزيم در مقايسه با نمونه شاهد سالم برخوردار می

های کلیدی چرخه فنیل از آنزيم PAL(. آنزيم 7باشد )شکل 
باشد و با آمین زدائی از اسید پروپانوئید در گیاهان عالی می

های هیدروکربنی فنیل آلانین موجب فراهم آمدن زنجیره آمینه

-حلقوی برای تولید فنل در سلول گیاهان در شرايط تنش می

های ساده در ارقام مقاوم (. فنلGoodman et al. 1986شود )
های گیاهان در برخورد با بیمارگرهای گیاهی تبديل به فنل

فاعی گیاه های موضعی و سیستمیک دشوند و در پاسخمرکب می
های های ساده و مرکب توسط آنزيمدر برابر بیمارگرها فنل

اکسید کننده درون سلولی اکسید شده و موجب تخريب 
های مورد حمله و نیز ديواره سلولی ساختارهای پروتئینی سلول

-ها میمیکروارگانیسم مهاجم و نیز پوشش پروتئینی ويروس

در تحقیقات به عنوان همواره  PALشوند. افزايش فعالیت آنزيم 
شاخصی از افزايش توان دفاعی میزبان در نظر گرفته شده است 

(Goodman et al. 1986; Dehghan et al. 2014 در راستای .)
اين نتیجه گیری نتايج اين تحقیق همچنین نشان داد با کاهش 

، شاخص بیماری آن نیز کاهش CMVهای ژنومیمیزان نسخه
واند به دلیل افزايش توان دفاعی گیاهان تيابد که اين امر میمی

 های گیاهی باشد. تیمار شده با عصاره
های آبی در اين تحقیق همچنین مشخص شد که عصاره

میوه زيتون تلخ و برگ انجیر نیز از توان کاهش غلظت ويروس و 
های به عنوان فاکتور دفاعی در گیاهچه PALنیز تحريک آنزيم 
نقش ترکیبات آلی انجیر که در آب باشند. خیار برخوردار می

های محلول هستند در تحقیقات پیشین هم در کاهش تنش
های آنتی اکسیدانی و بهبود اکسیداتیو سلول و فعالیت آنزيم

 ;Yang et al. 2009های جانوران و انسان اثبات شده بود )بیماری

Ahmad et al. 2013های مهار کننده فعالیت (.  نقش پروتئین
در  (Ribosome-inactivating proteins) (RIPs)ها مريبوزو

عصاره انجیر که از جمله پروتئین های با وزن مولکولی پايین با 
توان ضد میکروبی هستند را هم بايد در نظر گرفت. پروتئین 

ضد قارچی محلول در آب از عصاره خام برگ گیاه  RIPهای 
 (.Yan et al., 2011انجیر جدا سازی شده است )

که به عنوان مارکر شاخص  PR-1یزان نسخه برداری ژن م
( به Van Loon et al. 2006تعیین کننده دفاع مذکور است )

صورت نیمه کمی مورد سنجش قرار گرفت. نتايج نشان داد 
روز بعد  05لی انجیر و زيتون تلخ در زمان وعصاره های آبی و اتان

ور شوند )شکل از تیمار توانسته اند موجب افزايش بیان ژن مذک
های ( و در اين زمان میزان آلودگی و شدت بیماری در گیاهچه۰

های ها کاهش يافته است. پروتئینخیار تیمار شده با عصاره
های با وزن پروتئین (PR-proteins)زايی مرتبط با بیماری

های مولکولی کم هستند که در گیاهان عالی در جريان دفاع
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های اسید سالیسیلیک، اسید ونسیستمیک و تحت تاثیر هورم
(. Van Loon et al. 2006شوند )جاسمونیک و اتیلن تولید می

های مذکور با تاثیر بر روی ديواره سلولی بر علیه پروتئین
( و يا Elsharkawy et al. 2013بیمارگرهای قارچی و باکتريايی )

از طريق فعال نمودن فرايند خاموشی ژن بر علیه بیمارگرهای 
های سی در دفاع گیاهان دارای منابع مقاومتی مانند ژنويرو

. در (Rakhshandehroo et al. 2009)باشند مقاوم موثر می
در گیاهان  PR-1گذشته نشان داده شده بود که با تولید 

 Trichodermaآرابیدوبسیس تالیانا تیمار شده با قارچ 

asperellum شدن  تا دو هفته بعد از تیمار و همزمان با فعال
یک ئدفاع سیستمیک، گیاهان نسبت به آلودگی ويروس موزا

دارای  PR-1(. Elsharkawy et al. 2013خیار مقاوم می شوند )
در سلول گیاهان عالی  Regulated expressionبیان تنظیم شده 

های سیستمیک و هست. اين ژن تنها پس از فعال شدن دفاع
رونويسی  WRKYی پس از فسفر دار شدن فاکتور تنظیم رونويس

شود لذا در گیاه سالم خیار بیان در گیاه دارای مقاومت پايه می
 .(Sels et al. 2008; Ali et al. 2018)ندارد 

های در خصوص ترکیبات موثر با ويژگی مهارکنندگی ويروس
های خام گیاهان زيتون تلخ و انجیر تاکنون جانوری در عصاره

 Andrei etست. نتايج مطالعات تحقیقات متفاوتی انجام پذيرفته ا

al. (1994) مشخص ساخت عصاره خام برگ گیاه زيتون تلخ 
با وزن های مولکولی  meliacineحاوی پپتیدهای حلقوی مانند 

های از تواند مانع تکثیر ژنومباشد که میکیلودالتون می 2/۰-2/0
 Herpes simplexهای جانوری برخی ويروس DNAو  RNAنوع 

virus رايط درون شیشه و درون زيوه شود. نتايج پژوهشدر ش-

مشخص ساخت که اثر ضد ويروسی عصاره آبی گذشته های 
های جانوری مرتبط با برگ درخت زيتون تلخ علیه ويروس

-cinnamoyl-3,11-1با ساختمان مولکولی  Meliacarpinترکیب 

dihydroxymeliacarpin ( می باشدAlche et al. 2003.) 

سازوکار مولکولی دخیل در مهار تکثیر ويروس  با اين وجود
های توسط عصاره گیاه زيتون تلخ مشخص نیست. بیشتر گونه

دارای پروتئازهايی از نوع  Ficusگیاهی متعلق به جنس 
باشند که قادر است محتوی می Ficinسیستئین پروتئاز به نام 

پروتئینی بیمارگرهای درون سلولی پارازيت اجباری مانند 
 & Jonesهای جانوری تخريب نمايند )ها را در سلولسويرو

Glazzer 1970; Boller 1986صاره خام (. ويژگی ضد ويروسی ع
های آلوده کننده Potyvirusبرگ انجیر در گذشته برای  کنترل 

(. همچنین Mahmod et al. 2010داده شده بود ) نگیاهان نشا
های ارههای گذشته مشخص شده است که عصبر اساس پژوهش

خام آبی و الکلی برگ انجیر غنی از ترکیبات فنلی مانند 
( و Mawa et al. 2013ها هستند )ها و آنتوسیانینکومارين

عصاره خام میوه گیاه زيتون تلخ دارای انواع ترکیبات آلی مانند 
 & Vijayanandباشد )استروئیدها، ترپنوئیدها و آلکالوئیدها می

Wesley 2014شود در آينده نقش ترکیبات موثر ی(. پیشنهاد م
موجود در میوه گیاه زيتون تلخ و يا برگ انجیر که از توان القاء 

های گیاهی های دفاعی و همچنین کنترل ويروسواکنش
 برخوردار هستند مورد بررسی قرار گیرد.

های در تمام اجزاء اين تحقیق نتايج بیانگر تاثیر مثبت عصاره
از طريق افزايش توان  CMVلخ در کنترل الکلی انجیر و زيتون ت

باشد همچنین می  ppm 011دفاعی میزبان خصوصا در غلظت 
های نتايج اين تحقیق نشان داد که تاثیر کنترل کنندگی عصاره

تواند احتمالا از طريق تحريک ی انجیر و زيتون تلخ میلآبی و الک
اد به دفاع سیستمیک در گیاه خیار باشد. با اين وجود با استن

توان چنین استنتاج می CMVبرای  sqRT-PCRنتايج آزمون 
های آبی و الکلی گیاهان مختلف مورد استفاده در نمود که عصاره

اين پژوهش از سازوکارهای مختلفی برای کاهش میزان آلودگی 
CMV باشند. با استناد به نتیجه حاصله از آزمون برخوردار می

sqRT-PCR برایCMV  توان نتیجه حاصله میوساير نتايج
بی و الکلی زيتون مقاومت آهای گرفت که احتمالا عصاره

 CMVهای خیار تیمار را علیه سیستمیک اکتسابی در گیاهچه
اند تحريک نمايند اما کارايی کمتری را در مقايسه با توانسته
اند. به داشته CMVبی و الکلی انجیر در حذف ژنوم آهای عصاره

مالا علاوه بر مسیر مقاومت سیستمیک اين مفهوم که احت
های مولکولی ديگری که اختصاصا ژنوم تواند مسیراکتسابی می

CMV بی و الکلی انجیر آهای نمايند توسط عصارهرا تخريب می
های خیار تیمار شده فعال شده باشد که توسط در گیاهچه

 در مجموع اين اند.بی و الکلی زيتون تلخ فعال نشدهآهای عصاره
های تواند مطرح شود که در اثر تیمار خیار با عصارهاحتمال می

خام انجیر امکان دارد سازوکارهای مولکولی مانند خاموشی ژن 
فعال شده و توانسته  CMVدر گیاه خیار بر علیه ماده ژنتیک 

است موجب کاهش میزان تکثیر ويروس گردد نقش عصاره خام 
در  CMVزايی ریبرگ انجیر در کاهش غلظت و شاخص بیما

اين تحقیق برای اولین بار مورد بررسی قرار گرفت. همچنین 
برای اولین بار نقش عصاره خام حاصل از میوه زيتون تلخ در 
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زايی و آلودگی يک ويروس گیاهی و تحريک دفاع کاهش بیماری
سیستمیک گیاه خیار مورد بررسی قرار گرفت. با توجه به تاثیر 

ی و الکلی انجیر و زيتون تلخ در کاهش های خام آبمثبت عصاره
تواند ، نتايج تحقیق حاضر میCMVزايی غلظت و توان بیماری

های آزمايشگاهی و یک خیار در گلخانهئبرای کنترل ويروس موزا
 های زراعی مورد استفاده قرار گیرد.تجارتی و نیز زمین

  سپاسگزاری
نصور آقای مهندس شهاب حاج مجناب نويسندگان مقاله از 

های بخش کشاورزی مجتمع آزمايشگاهی آزمايشگاهسرپرست 
زاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران آزکريای رازی دانشگاه 

های فنی و آزمايشگاهی در انجام اين تحقیق به جهت مساعدت
 نمايند.قدردانی و تشکر می

References 

Ahmad J, Khan I, Khan S, Iqbal D, 2013. Evaluation of 

antioxidant and antimicrobial activity of Ficus Carica 

leaves: an in vitro approach. Journal of Plant Pathology 

and Microbiology 4: 2–4. 

Alche LE, Ferek GA, Meo M, Coto CE, Maier MS, 2003. 

An antiviral meliacarpin from leaves of Melia 

azedarach L. Zeitschrift fur Naturforschung 58: 215–

219. 

Ali S, Ganaib BA, Kamilib AN, Bhatc AA, Mira ZA, et al., 

2018. Pathogenesis-related proteins and peptides as 

promising tools for engineering plants with multiple 

stress tolerance. Microbiological Research 212–213: 

29–37. 

Andrei G, Couto A.S, De Lederkramer RM, Coto CE, 1994. 

Purification and partial characterization of an antiviral 

active peptide from Melia Azedarach L. Antiviral 

Chemistry and Chemotherapy 5(2): 105–110. 

Arafati N, Farzadfar Sh, Pourrahim R, 2013.  

Characterization of coat protein gene of Cucumber 

Mosaic Virus isolates in Iran. Iranian Journal of 

Biotechnology 11: 109–114. 

Asl-Najjari AH, Rajabi Z, Vasfi-Marandi M, Dehghan Gh, 

2015.The effect of the hexanic extracts of fig (Ficus 

carica) and olive (Olea europaea) fruit and 

nanoparticles of selenium on the immunogenicity of the 

inactivated avian influenza virus subtype H9N2. 

Veterinary Research Forum 6: 227– 231. 

Bradford MM, 1976. A rapid and sensitive method for the 

quantitation of microgram quantities of protein utilizing 

the principle of protein dye binding. Annals of 

Biochemistry 72: 248–254. 

Bashir NS, Nematollahi S, Torabi E, 2008. Cucumber 

mosaic virus subgroup IA frequently occurs in the 

northwest IRAN. Acta Virologica 52: 237–242. 

Bashir NS, Kolhar MR, Zarghani SN, 2006. Detection, 

differentiation and phylogenetic analysis of cucumber 

mosaic virus isolates from cucurbits in the northwest 

region of Iran. Virus Genes 32: 277–288. 

Boller TV, 1986. Roles of proteolytic enzymes in 

interaction of plants with other organisms. In: Dalling, 

M.J. (Ed.), Plant Proteolytic Enzymes, 1. CRC Press, 

Boca Raton, FL.  Pp: 67–96. 

Clark MF, Adams AN, 1977. Characteristics of the 

microplate method of enzyme-linked immunosorbent 

assay for the detection of plant viruses. Journal of 

General Virology 34: 475–483. 

Collins P, 1983. The spectrum of antiviral activities of 

acyclovir in vitro and in vivo. The Journal of 

Antimicrobial Chemotherapy 12: 19–27. 

Dehghan S, Sadeghi M, Poppel A, Fischer R, Lakes-Harlan 

R, et al., 2014. Differential inductions of phenylalanine 

ammonia-lyase and chalcone synthase during 

wounding, salicylic acid treatment, and salinity stress in 

safflower, Carthamus tinctorius. Bioscience Reports 34: 

273–82. 

Del Toro FJ, Aguilar E, Hernández-Walias FJ, Tenllado F, 

Chung BN, et al., 2015.  High temperature, high 

ambient CO2 affect the interactions between three 

positive-sense RNA viruses and a compatible host 

differentially, but not their silencing suppression 

efficiencies.  PLoS One, 10:e0136062. 

DOI:10.1371/journal. pone. 0136062. 

Edwaron JR, Christie RG, 1991.  CRC Handbook of 

Viruses Infecting Legumes. CRC Press, Boca Raton, 

University of Florida, USA. 293 pp. 

Helal IM, 2019. Use of biocides for controlling viral 

diseases that attack common bean and cucumber plants. 
Folia Horticulturae 31: 159–170.  

Elsharkawy MM, Shimizu M, Takahashi H, Ozaki K, 

Hyakumachi M, 2013. Induction of systemic resistance 

against cucumber mosaic virus in Arabidopsis thaliana 

by Trichoderma asperellum SKT-1. Plant Pathology 

Journal 29: 193–200.  

Eyvazi A, Dizaji A, Rastgou M, Koohi-Habibi M, 2015. 

Bioassay and phylogeny of five Iranian isolates of 

Cucumber mosaic virus from different hosts based on 

CP gene sequence. Plant Protection Science 51: 200–

207. 

Goel N, Anukrati K, Paul PK, 2016. Anti-phytopathogenic 

and SAR inducing properties of Neem: a review. 

Journal of Chemical and Pharmaceutical Sciences 9: 

2544–2555.  

Goodman RN, Kiraly Z. Wood KR, 1986. The 

Biochemistry and Physiology of Plant Disease. USA, 

University of Missouri Press. Pp. 433–438. 

Hernández-Herrera RM, Santacruz-Ruvalcaba F, Ruiz-

Lopez MA, Norrie J, Hernández-Carmona G, 2014. 

Effect of liquid seaweed extracts on growth of tomato 

seedlings (Solanum lycopersicum L.). Journal of 

Applied Phycology 26: 619–628. 



 10                                                                                                       (0711) 74-10(: 2) 01پزشکی های کاربردی در گیاهپژوهش

 J Appl Res Plant Prot 

 

Jing B, Ma Z, Feng J, Liang H, Li C, Zhang X, 2012. 

Evaluation of the antiviral activity of extracts from 

plants grown in the Qinling region of china against 

infection by tobacco mosaic virus (TMV). Journal of 

Phytopathology 160: 181–186. 

 Jones RCA, Naidu R, 2020. Global dimensions of plant 

virus diseases: current status and future perspectives. 

Annual Review of Virology 6: 387-409. 

Jones IK, Glazzer AN, 1970. Comparative studies on four 

sulfhydryl endopeptidases (Ficins) of Ficus glabrata 

latex. Journal of Biological Chemistry 245: 2765– 

2772. 

Mahmoud SYM, Gad-Rab SMF, Hussein N, Shoreit AAM, 

2010.  Antiviral Activity of Latex from Ficus nitida 

Against Plant Viruses. Global Journal of Biotechnology 

and Biochemistry 5: 198–205. 

Marone M, Mozzetti S, Ritis D, Pierelli L, Scambia G, 

2001. Semiquantitative RT-PCR analysis to assess the 

expression levels of multiple transcripts from the same 

sample. Biological Procedures Online 3: 19–25. 

Maisaro M, Sugiharto B, Dewanti P, 2017. The effect of 

concentration and exposure time Acyclovir for 

elimination sugarcane mosaic virus (SCMV) on the 

apical bud culture of sugarcane PS 881. Journal ILMU 

Dasar 18: 31–38. 

Mawa S, Husain K, Jantan I, 2013. Ficus carica L. 

(Moraceae): Phytochemistry, Traditional Uses and 

Biological Activities. Evidence-Based Complementary 

and Alternative Medicine 3: 1–8. doi: 

10.1155/2013/974256. 

Medini F, Fellah H, Ksouri R, Abdelly C, 2014. Total 

phenolic, flavonoid and tannin contents and antioxidant 

and antimicrobial activities of organic extracts of shoots 

of the plant Limonium delicatulum. Journal of Taibah 

University for Science 8: 216–224. 

Naserinasab F, Heydari R, Sanjarian F, Rakhshandehroo F. 

2018. Investigation of the defense genes expression of 

Phenylalanine Ammoniumase and Peroxidase in 

interaction with Neem extract of and Meloidogyne 

javanica nematodes in tomato. Journal of Cell &Tissue 

9: 360–377. 

Palukaitis P, García-Arenal F, 2018. Cucumber Mosaic 

Virus. APS Press; St. Paul, MN, USA. 

Palukaitis P, Garcia- Arenal F, 2003. Cucumoviruses. 

Advances in Virus Research 62: 241–323. 

Petrov N, Stoyanova M, Valkova M, 2016. Antiviral 

activity of plant extract from Tanacetum vulgare 

against Cucumber Mosaic Virus and Potato Virus Y. 

Journal of Bioscience and Biotechnolology 5: 189–194. 

Rakhshandehroo F, Takeshita M, Squires J, Palukaitis P, 

2009. The Influence of RNA-Dependent RNA 

Polymerase 1 on Potato virus Y Infection and on Other 

Antiviral Response Genes. Molecular Plant-Microbe 

Interactions 22: 1312–1318. 

Sels J, Mathys J, De Coninck BMA, Cammue BPA, De 

Bolle MFC, 2008. Plant pathogenesis-related (PR) 

proteins: A focus on PR peptides. Plant Physiology and 

Biochemistry 46: 941–950. 

Sharma S, Singh B, Rani G, Zaidi AA, Hallan V, et al., 

2007. Production of Indian citrus ringspot virus-free 

plants of Kinnow mandarin (Citrus nobilis Lour ×C. 

deliciosa Tenora) employing chemotherapy coupled 

with shoot tip grafting. Journal of Central European 

Agriculture 8: 1–8 

Singh B, 2015. Effect of antiviral chemicals on in vitro 

regeneration response and production of PLRV-free 

plants of potato. Crop Science and Biotechnology 18: 

341–348. 

Spencer WE, Christensen MJ, 1999. Multiplex relative RT-

PCR method for verification of differential gene 

expression. BioTechniques 27:1044–1052. 

Sung KD, Kook-Hwang B, 2014. An important role of the 

pepper phenylalanine ammonia-lyase gene (PAL1) in 

salicylic acid-dependent signaling of the defence 

response to microbial pathogens. Journal of 

Experimental Botany 65: 2295– 2306. 

Van Loon LC, Geraats BPJ, Linthorst HJM, 2006. Ethylene 

as a modulator of disease resistance in plants. TrenDSI 

in Plant Science 11:184–191. 

Vijayanand S, Wesely EG, 2014.Antimicrobial and 

antioxidant activity of Melia azadirachta and Murray 

koenigil. International Journal of Research in 

Pharmacy and Science 5: 1022–1028. 

Vuko E, Rusak G, Dunki´ V, Kremer D, Kosalec I, et al., 

2019. Inhibition of Satellite RNA Associated Cucumber 

Mosaic Virus Infection by Essential Oil of Micromeria 

croatica (Pers.) Schott. Molecules. 24(7):1342.  

Yan W, Zhao M, Ma Y, Pan YH, Yuan WX, 2011.   

Primary purification of two antifungal proteins from 

leaves of the fig (Ficus carica L.). Africana Journal of  

Biotechnology 10: 375–379. 
Yang XM, Yu W, Ou ZP, Ma H, Liu WM, et al., 

2009.Antioxidant and Immunity Activity of Water 

Extract and Crude Polysaccharide from Ficus carica L. 

Fruit Plant. Plant FooDSI for Human Nutrition 64: 

167–173. 

Zeng R, Liao Q, Feng J, Li D, Chen J, 2007. Synergy 

between Cucumber Mosaic Virus and Zucchini Yellow 

Mosaic Virus on Cucurbitaceae hosts tested by Real-

time Reverse Transcription-Polymerase chain reaction. 

Acta Biochimica et Biophysica Sinica 39: 431–437. 

 

 

 
This is an open access article under the CC BY NC license (https://creativecommons.org/licenses/by-

nc/2.0/) 


