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 چکیده

هرای  سازی ژنوم ویررو  ترین معضلات خالصتخریب اسید نوکلئیک در طی فرآیند استخراج آن از بافت گیاهی و نیز وجود مواد بازدارنده از عمده
با یکدیگر مقایسره و روش   RNAاستخراج  مختلف گیاهی است. به منظور ردیابی موثر ویرو  موزاییک کدو از بافت خربزه از مزارع آلوده، چهار روش

برداری معکو  و به کمک با نسخه مرازای پلیاستخراج اسیدنوکلئیک از این گیاه بهینه شد. کیفیت اسیدنوکلئیک استخراج شده به وسیله آزمون زنجیره
ها قادر به ردیرابی ویررو  از   که بعضی از روشهای استخراج تفاوت چشمگیری وجود داشت به نحویدو جفت آغازگر متفاوت تعیین شد. در بین روش

ی اسیدنوکلئیک ویروسری از بافرت   سازی انحصاربا سلولز به علت خالص dsRNAهای مورد مقایسه، روش استخراج بافت گیاهی نبودند. در بین روش
 نمود.ها را ممکن میگیاه، بیشترین و بهترین اسیدنوکلئیک را در پی داشت و ردیابی ویرو  در اغلب نمونه

 
 استخراج اسید نوکلئیک، مقایسه، ویرو  موزاییک کدو های کلیدی:واژه
 

   1 مقدمه

که ویرو  از روی کدوئیان در ایران گزارش شده است  35حدود 
نمایند و های مهمی در کدوئیان میها ایجاد بیماریتعداد زیادی از آن

(. در میران ویررو   18و  2اکثرا دارای دامنه میزبانی وسیعی هستند )
اخیر ویررو  موزاییرک کردو     هایزای کدوئیان، در سالهای خسارت

Squash mosaic virus, SqMV ) به دلیل گستردگی وسیع، چنین )
د که روی کمیرت و کیفیرت محصروتت تراثیر مهمری      رسبه نظر می

 (.14و  3ها را کاهش داده است )گذاشته و عملا بازارپسندی آن
هرای  تررین روش یکی از عمومی ELISAآزمون سرولوژی اتیزا 

اما عواملی مانند هزینره و  ( 16) های گیاهی استدر شناسایی ویرو 
ها سرم با آنزیمآنتی زمان بر بودن آزمون، امکان اتصال غیر اختصاصی

های تولیردی از  سرمپذیری آنتیهای نامربوط و عدم انعطافو پروتئین
آزمونی به آزمون دیگر سبب شده است ترا کرارایی و محبوبیرت ایرن     

هرای  ( بنرابراین روش 20روش تا حد زیادی تحت تراثیر قررار گیررد )   
به این کره   گرفت. با توجه تر قرارمبتنی بر ژنوم مورد استفاده گسترده

                                                           
گروه گیراه ان شناسی گیاهی و دانشیارترتیب دانشجوی دکتری بیماریبه -3و  2، 1
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کارآمرردترین و مرروثرترین روش برررای    RT-PCRروش مولکررولی 
(، لذا استخراج ژنوم 13و  8، 5(دار است  RNAهای شناسایی ویرو 

ای از گیاه به عنوان اولین قردم در آزمرون مولکرولی از اهمیرت ویر ه     
ها، استخراج ژنوم با کیفیت که در این ویرو برخوردار است به طوری

 RT-PCRهای مولکولی مانند ه موفقیت در کاربرد روشمناسب، تزم
 (.7است )

استخراج شده به پلی ساکاریدها و مواد فنلی موجود  RNAاتصال 
هرای پرایین   در رسوب موجب ناپایداری آن و عدم موفقیت در آزمایش

 (.19شود )می RT-PCRدست از جمله 
RNA  ویروسیSqMV  اولین بار توسطHebert   و همکاران بره

(، بعررد از آن 12اترریلن گلیکررول اسررتخراج شررد ) وسرریله روش پلرری
Haudenshield کلروفرم را برای این ویررو   -روش مبتنی بر فنول
 (.11به کار برد )
در تحقیقات خود متوجه شرد کره روش    1967Kammenدر سال 
 SqMVهای چند وجهری از جملره ویررو     آ ویرو .استخراج آر. ان

هرای از  رم است، منجر بره تخریرب بخرش   که مبتنی بر فنول و کلروف
هرا  شود و لذا این روش را برای استخراج این گرروه ویررو   ژنوم می

 (.23مناسب ندانست )
چنین پیشنهاد شده است که برای استخراج ژنوم کومروویرو  هم

باشد، چررا کره ایرن     pH=6ها روشی استفاده شود که بافر آن دارای 

 )علوم و صنایع كشاورزي(حفاظت گیاهان  نشریه

 145-152 .ص ،1399 تابستان، 2شماره ، 34جلد 

Journal of Plant Protection 

Vol. 34, No. 2, Summer 2020, P. 145-152 

https://jpp.um.ac.ir/user/viewProfile/author/141851
https://jpp.um.ac.ir/user/viewProfile/author/141853
https://jpp.um.ac.ir/user/viewProfile/author/141853
mailto:mehrvar@um.ac.ir


 1399 تابستان، 2 شماره، 34 ، جلدنشریه حفاظت گیاهان )علوم و صنایع كشاورزي(     146

کند و نیز توصریه  دارنده جلوگیری میای بازشرایط از تجمع مواد قهوه
شده است که کلیه مراحل به سرعت انجام شود تا چسبندگی ویررو   

 (.24به حداقل برسد )
 یکرری از اعضررای جررن    (SqMV)  ویرو  موزائیرک کرردو  

Comovirus  و خررررانواده Secoviridae   و زیرررر خرررانواده
Comovirinae کی ست که توسط برذر، سوسرک و بصرورت مکرانیا

های مهمی در دامنه وسیعی از گیاهان منتقل شده، باعث ایجاد بیماری
 ایرن ویررو  دارای ژنروم   . شودمی Cucumis و Cucurbita جن 

RNA  ای دوقسمتی اسرت کره هرر کردام درون پرروتئین    تک رشته
 (.10و  6گیرنرد )ای قرار میپوششی جداگانره

ک استخراج شرده در  با توجه به اهمیت باتی کیفیت اسید نوکلئی
های مولکولی، در این پ وهش ما اقدام به مقایسه چندین انجام آزمون

ویروسی برای دسرتیابی بره بهتررین و     RNAروش متداول استخراج 
کارآمدترین روش کردیم. بدین منظرور چهرار روش مختلرف دو نروع     

، اسرتفاده از تریرازول، اسرتخراج    RNAمتفاوت کیت تجاری استخراج 
dsRNA  روش استخراج با وCTAB  را از لحاظ کارایی و موفقیت در
 مورد مقایسه قرار دادیم. RT-PCRآزمون 

 

 هامواد و روش

از مزارع کشت خربزه خراسران   1396در طی بهار و تابستان سال 
نمونه گیاهی مشکوک با علایم آلودگی بره   25جنوبی و رضوی تعداد 

SqMV آوری و به آزمایشگاه منتقل شدندجمع. 
 

 کل RNAاستخراج 

RNA هرای دارای علایرم آلرودگی، بره چهرار روش      کل از برگ
 سازی شد.مختلف خالص

 RNAهای تجاری استخراج استفاده از کیت -1

 Column RNAدر این روش ما از دو کیت متفاوت شامل کیت 

Isolation Kit-I   ساخت شرکت دنازیست آسیا مطابق با دستورالعمل
سراخت   RNeasy Mini Kitچنین کیت تجاری شرکت سازنده و هم 

کررل  RNAنیررز مطررابق بررا دسررتورالعمل مربوطرره  Qiagenشرررکت 
 استخراج شد.

 CTABروش  -2

 RNA( 4برای این منظور مطرابق برا روش ژانر  و همکراران )    
 های مشکوک به آلودگی استخراج شدند.برگ
 GITروش  -3

یه شد. برای در آزمایشگاه ته Trizolدر این روش محلولی مشابه 
 0.4مرول گوانیردین تیوسریانات،     0.8فنول اسریدی،   %38این منظور 

گلیسررول در   %5موتر استات سدیم و  0.1موتر آمونیوم تیوسیانات، 
یک لیترر در آب مخلروط شرده و پر  از همگرن شردن مخلروط در        

 استخراج اسید نوکلئیک استفاده شد.
 2ازت مایع پودر شد و  گرم از بافت گیاهی با استفاده از 0.5مقدار 
لیتر تریازول به آن افزوده و ورتک  گردید. مخلوط حاصل بررای  میلی
 0.1دور در دقیقره سرانتریفوژ شرده و بره رونشرین       7000دقیقه در  5

 30حجم ایزوپروپانول اضافه شرد و بررای    0.8حجم استات آمونیوم و 
 15بررای  ها گراد نگهداری شد. سپ  لولهدرجه سانتی -20دقیقه در 
دور در دقیقه سانتریفوژ شد و رسوب حاصل پر  از   13000دقیقه در 

 (.9حل شد ) TEمیکرولیتر بافر  30درصد در  70شستشو با الکل 
 dsRNAاستخراج  -4

و همکاران کره مبتنری برر     Khankhumمطابق روش پیشنهادی 
گیرری از ایرن روش بررای    باشد، اقردام بره بهرره   استفاده از سلولز می

گررم بافرت    0.5کردیم. بدین منظور مقدار  SqMVراج ویرو  استخ
گیاهی را در ازت مایع پودر کرده و سرپ  در برافری شرامل ترری ،     

EDTA    میکرولیترر فنرول،    500و نمک حرل کررده وSDS 110%  و
 10000rpmدقیقرره در  3برره محلررول افررزوده و برررای   %2بنتونیررت 

شرین را بره میکروتیروب    سانتریفیوژ کردیم. پ  از این مرحله فراز رون 
گررم سرلولز )سرلولز    میلی 100جدید انتقال داده و در نهایت با افزودن 

C013  شرکتSigma )RNA سازی کرده ای را خالصهای دو رشته
 30درصرد، در   70و پ  از طی کردن مراحل شست و شرو برا الکرل    

 (.15حل شدند ) TEمیکرولیتر از بافر 
 (RT-PCRآر )سیپی-سازی آرتیبهینه

میکرولیترر از آر.ان.آ   3( cDNAمکمرل )  DNAبرای سنتز رشته 
( و S2-R( و )S1-Rمیکرولیتر آغازگر اختصاصری )  2استخراج شده با 

درجره   60میکرولیتر آب دیونیزه مخلوط و میکروتیوب در دمرای   9.5
میکرولیتر مخلوط  2دقیقه قرار داده شد. سپ   10گراد به مدت سانتی

dNTPs ،4 یتر بافر میکرولx5  میکرولیتر آنرزیم نسرخه   0.5واکنش و
( بره مخلروط   MMuLV-Reverse Transcriptaseبردار معکرو  ) 

درجره   42سراعت در دمرای    1اضافه گردیده و میکروتیوب به مردت  
استخرج شده به روش  RNAگراد ترموسایکلر قرار گرفت. برای سانتی

دقیقره در دمرای    5سلولز، پیش از این مرحله اسید نوکلئیک به مردت  
از هم جدا شده و  RNAگراد قرار داده شد تا دو رشته درجه سانتی 95

 (.15برای واکنش آماده گردد )
مرراز برا اسرتفاده از دو جفرت آغازگرهرای      ای پلیواکنش زنجیره

هایی از ژن پلی پروتئین ( برای تکثیر بخش1( )جدول 22اختصاصی )
RNA نی در اول ژنومی و نیز ژن پوشش پروتئیRNA   دوم ویروسری

میکرولیترر از   3میکرولیترر شرامل    20انجام شد. حجم نهایی واکنش 
cDNA ،1  ،میکرولیتر 2میکرولیتر از جفت آغازگرهای نام برده PCR 

buffer x10 ،1.2  2میکرولیترMgCl (50 میلی ،)میکرولیتر  0.4موتر
برود.   Taq DNA Polymeraseمیکرولیترر   0.2و  dNTPsمخلروط  

                                                           
1- Sodium Dodecyle Sulfate (SDS) 



 147 ...    هاي مختلف استخراج آر.ان.آ در شناسایی ویروس موزاییک كدوبررسی كارایی روش

مراز شامل یک چرخه در دمرای  ای پلیپروفایل دمایی واکنش زنجیره
 35سرازی،  دقیقه در مرحله واسرشرت  4گراد به مدت درجه سانتی 94

گرراد بره   درجه سرانتی  55ثانیه،  30گراد درجه سانتی 94چرخه شامل 
دقیقره و در نهایرت    2گراد به مردت  درجه سانتی 72ثانیه و  40مدت 

دقیقره برا اسرتفاده از     7گرراد بره مردت    سرانتی درجه  72یک سیکل 
 ترموسایکلر انجام گردید.

 کلیه مراحل فوق برای هر دو جفت آغازگر تکرار شد.
  PCRمیکرولیتر از محصول RT-PCR ،5به منظور بررسی نتایج 

 Greenکرل ژل( از   %10میکرولیترر )  2درصد حراوی   1در ژل آگارز 

Viewer  بررداری  تگاه ژل داک عکر  الکتروفورز و در نهایت در دسر
 شد.

 
 RT-PCRدر واکنش  SqMVآغازگرهای اختصاصی  -1جدول 

Table 1- SqMV specific primers for RT-PCR reaction 
 توالی

Sequence 

 )جفت باز( طول
Size (Base Pair) 

 محل اتصال
Position 

 
 ژن

Gene 

 آغازگر
Primer 

5'-CCACACACTACTTGGGATGTT-3' 21 3341-3362  
 RNA1 پلی پروتئین

Polyprotein RNA1 S1_F 

5'-AGGAGATTCATTCTCATGGT-3' 20 4658-4678  

 RNA1 پلی پروتئین

Polyprotein RNA1 S1_R 

5'-TGTGTACAAGATTGGTGGAGATGC-3' 24 1364-1388  
 RNA2پوشش پروتئینی 

Cp RNA2 S2-F 

5'-AGGCTTCTAAAGCGAACTGGG-3' 21 3359-3380  
 RNA2 پوشش پروتئینی

Cp RNA2 
S2-R 

 

 
 موزاییک کدو  ویروسبه  آلوده خربزه  های برگ میعلا -1شکل 

Figure 1- Symptoms of melon leaves infected with SqMV   

 

 نتایج
آوری شرده شرامل موزاییرک شردید،     های آلوده جمرع علایم برگ

 و 17کر شده در منرابع مطابقرت دارد )  پیچیدگی و بدشکلی با علایم ذ
7.) 

با هرر   PCRبرداری معکو  و به دنبال آن آزمون واکنش نسخه
آوری هرای جمرع  ( در نمونره 22دو جفت آغازگرهای رفت و برگشرت ) 
هرای مرورد بررسری در ردیرابی     شده، برای بررسی کارایی همره روش 
 ویرو  از بافت خربزه استفاده شد.

و آغازگرهای مربروط   Qiagenبا استفاده از کیت تجاری شرکت 
 56نمونه ) 14آلودگی حدود RNA1پروتئین هایی از ژن پلیبه بخش

که با اسرتفاده از کیرت   درصد( در آزمون الکتروفورز محرز شد در حالی
درصرد( آلرودگی را نشران     20نمونره )  5تجاری شرکت دنازیست تنها 

اسرتخراج شرده بره روش     RNAدادند. آزمون مولکولی با استفاده از 
CTAB ی ویرو  قادر به شناسایSqMV هرا  در هیچ یک از نمونه

اسرتخراج شرده بره روش     RNAنبود. آزمون مولکولی با اسرتفاده از  
GIT  درصد( قادر به ردیرابی ویررو  مرذکور     8نمونه ) 2نیز تنها در
 بود.

درصرد( از نمونره   64نمونه ) 16در  dsRNAدر استفاده از روش 
پرروتئین  هرایی از پلری  بخرش  bp1300آوری شرده قطعره   های جمع
SqMV ی کارآمدتر بودن این روش دهندههمانندسازی شد که نشان

 های مورد بررسی است.نسبت به سایر روش
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نتایج برای استفاده از آغازگرهای مربوط به ژن پوشش پروتئینری  
RNA2  و قطعهbp1900      نیز تقریبا بر ایرن نترایج مطابقرت داشرت

الکتروفورز جفرت آغرازگر   (، با این تفاوت که نتایج حاصل از 2)جدول 
S1-F  وS1_R تری بودند.دارای باندهای واضح 

 
 SqMVهای مختلف استخراج و نیز دو جفت آغازگر متفاوت در ردیابی ویروس میزان موفقیت روش -2جدول 

Table 2- The success rate of different extraction methods and two pairs of different primers in detecting the SqMV virus 
های مثبت با آغازگرهای تعداد نمونه

S2 
Positive samples with S2 

های مثبت با آغازگرهای هتعداد نمون
S1 

Positive samples with S1 

 روش استخراج
Extraction methods 

5 (20%) 5 (20%) 
 شرکت دنازیست استخراج آر. ان آ. کیت 

Dena Zist extraction RNA kit 

12 (45%) 14 (56%) 
 Qiagen شرکت آ.استخراج آر.انکیت 

Qiagen extraction RNA kit 

15 (60%) 16 (64%) 
 با سلولز dsRNAاستخراج 

Extraction RNA by cellulose 

0 0 
 CTABاستخراج با 

Extraction by CTAB 

1 (4%) 2 (8%) 
 GITروش 

GIT method 

 

 بحث

های استخراج اسریدنوکلئیک و  وشهدف از این تحقیق مقایسه ر
هرای  در بافت SqMVجهت ردیابی ویرو   RT-PCRسازی بهینه

مراز بود. از آن جرا کره   ای پلیگیاه خربزه با استفاده از واکنش زنجیره
کارآمرردترین و مرروثرترین روش برررای   RT-PCRروش مولکررولی 
(. بسیار واضح 21و  13، 8، 5) دار است RNAهای شناسایی ویرو 

است که استخراج ژنوم از گیاه به عنوان اولین قدم در آزمون مولکولی 
برا   RNAکره اسرتخراج   ای برخوردار است بره طروری  از اهمیت وی ه

هرای مولکرولی ماننرد    کیفیت مناسب تزمه موفقیت در کراربرد روش 
RT-PCR ( لذا روش استخراج بایرد سراده، کارآمرد و    15و  7است .)

های مختلف استخراج از نظر توانایی رو روشاقتصادی باشد. از همین 
مرورد مقایسره قررار     RT-PCRدر حذف ترکیبات بازدارنده واکرنش  

 گرفتند.
دارای  dsRNAنتایج این تحقیق نشان داد کره روش اسرتخراج   
درصرد( مری   64باتترین راندمان در استخراج اسیدنوکلئیک ویرو  )

ای اسرید  شکل دو رشرته باشد. از آن جا که این روش با کاربرد سلولز 
کند، لرذا دارای  سازی میرا جذب و در نهایت خالص RNAنوکلئیک 

( و 15هرای گیراهی اسرت )   کمترین میزان بازدارنرده و اسریدنوکلئیک  
 راندمان باتی این روش قابل انتظار بود.

کرارایی تزم را   SqMVبرای استخراج ویررو    CTABروش 
گیرری ایرن روش مروثر    ر عصارهدهد که بافنداشت، این امر نشان می

نیست و شاید بتوان نتیجه گرفت که غلظت اسید نوکلئیرک اسرتخراج   
مبتنی بر ساخت محلرولی   GITچنین روش شده پایین بوده است. هم

دارای رانردمان   S2و  S1، نیز با هر دو جفت آغرازگر  Trizolمشابه 
توانرد خررد شردن    اندکی در ردیابی ویررو  برود کره دلیرل آن مری     

اسیدنوکلئیک به وسیله این محلول باشد که نتیجه آزمون مولکرولی را  
 (.1دهد )به شدت تحت تاثیر قرار می
 20های تجاری شرکت داخلی دنازیست با استخراج با روش کیت

دهنده آن باشد که این روش قادر نیست تواند نشاندرصد موفقیت می
سازی اسریدنوکلئیک  ها در خالصارندهبه میزان قابل توجهی از اثر بازد

درصرد   56برا   Qiagenویرو  جلوگیری کنرد ولری کیرت تجراری     
 نسبتا کارا و موثر است. SqMVموفقیت برای ردیابی ویرو  

دهرد کره آغازگرهرای رفرت و     نتایج آزمون الکتروفورز نشان مری 
 RNA1پرروتئین  هرایی از ژن پلری  که کدکننرده بخرش   S1برگشت 
کننرد.  ت، برای ردیابی ویرو  موثرتر عمل مری اس SqMVویرو  
تر بودن طول قطعه ژنی ناشری از ایرن   تواند به دلیل کوتاهاین امر می
( و یا اتصال بهتر این جفت آغرازگر بره ژنروم    bp1300جفت آغازگر )
 باشد. SqMVویرو  

، امکران  dsRNAبا توجره بره رانردمان براتی روش اسرتخراج      
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که نگهداری طوتنی مدت نمونه آلوده  استفاده از بافت خشک گیاهی
(، همگی 15بر نبودن این روش ) کند، سادگی و زمانپذیر میرا امکان

از  RNAدتیلی است که یک روش پیشنهادی موثر برای اسرتخراج  
 باشد. SqMVبافت گیاه خربزه برای استخراج ویرو  

د توانمی S1چنین نتایج این تحقیق نشان داد که جفت آغازگر هم
در شناسایی اولیه این  SqMVآغازگری مناسب برای ردیابی ویرو  

 ویرو  باشد.

 

 
: 3: روش تریازول dsRNA 2: روش 1(. شماره S1-F & S1-R) SqMVبا آغازگرهای اختصاصی ویروس  PCRالکتروفورز محصول  -2 شکل

 CTAB: روش 5: روش کیت تجاری دنازیست و Qiagen 4روش کیت تجاری 

Figure 2- Results of RT-PCR using SqMV specific primer pairs (S1-F & S1-R). 1: Extraction dsRNA method; 2: Extraction 

using Triazol method; 3: Extraction using Qiagen kit method 4: Extraction using Dena Zist kit and 5: Extraction using 

CTAB method 
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Introduction: Squash mosaic virus (SqMV) is a member of the genus Comovirus in the family Comoviridae. 

It is a seedborne and beetle-transmitted virus infecting most plants in the genera Cucurbita and Cucumis. Like 

other comoviruses, SqMV has a bipartite positive-strand RNA genome consisting of RNA1 and RNA2, which are 

separately encapsidated in isometric particles of 28 nm in diameter. The genomes contain a poly (A) tail at the 3-

terminus and the genome-linked viral protein (VPg) attached to the 5end. ELISA has been used widely in plant 

virus diagnosis but it has relatively low sensitivity which is not suitable for detection of trace amounts of the 

virus in single viruliferous aphid vectors and mix infection. By contrast, PCR is an effective and efficient tool for 

in vitro amplification of DNA templates and has been extensively used for the diagnosis of viral and subviral 

pathogens with DNA and/or RNA genomes. The polymerase chain reaction (PCR) and reverse transcription-

PCR (RT-PCR) are powerful tools for highly sensitive detection of plant viruses with DNA and RNA. The first 

step in a successful PCR test is to have an extraction method and the major problem in RNA extraction is 

contamination by polyphenols and polysaccharides. So, in this study, we investigated the effectiveness of various 

extraction methods in identifying the Squash mosaic virus. 
Materials and Methods: 

Plant material and virus isolates RT-PCR and sequencing 

Twenty-five samples of Melon from Khorasan Razavi and Jonubi provinces under the cultivation of Melon 

have been collected in spring and summer of 2017. The samples had typical virus types, severe mosaic spasms, 

complexity and deformity, and entered the process of extraction of the genome of the dandruff as a positive 

example. The leaves samples were used for different RNA extraction methods using Chang et al. method, Dena 

Zist and Qiagen Kit, Triasol and dsRNA cellulose method and were used directly or stored at minus 70 0C. 

Two specific RT-PCR was set up for amplifying an amplicon of 1900 and 1300 bp in order to detect infected 

samples, as this region is conserved among all SqMV isolates, and determine the best method for extraction virus 

RNA. The SqMV partial coat protein gene and partial genome of RNA1 has been sequenced to confirm the 

results. Here, we employed the Chang et al. procedure which is based on CTAB buffer. We also followed the 

manufacturer's protocol to extract the genome by Dena Zist and Qiagen kit. Triasol is a mono-phasic solution of 

phenol and guanidine isothiocyanate. It is a ready-to-use reagent for the isolation of total RNA from cells and 

tissues. After addition of Triasol and chloroform, phase separation is created by centrifugation. RNA is present 

in the aqueous phase and can be recovered by precipitation with isopropanol or ethanol. The extraction protocol 

used for DsRNA is a modification of the non-phenol batch protocol reported by Morris et al. (1983) and was 

compared with two other dsRNA extraction protocols. 
Results and Discussion: The destruction of the nucleic acid during the process of extracting from the plant 

tissue and the presence of inhibitory substances are the major problems in purifying the genome of the viral 

viruses. In order to effectively detect Squash mosaic virus from melon tissue at the contaminated fields, four 

RNA extraction methods were compared and then the nucleic acid extraction method was optimized. The quality 

of the nucleic acid was extracted by polymerase chain assay with reverse transcription and using two pairs of 

different primers. Among the methods of extraction, there were significant differences in the way that some of 

the methods were not able to detect the virus from the plant tissue. Among the investigated methods, the method 

of extracting dsRNA with cellulose resulted in the highest and most excellent nucleic acid due to the exclusive 

purification of the viral genomic from the plant tissue, making it possible to detect the virus in most of the 

samples. We concluded that the modified dsRNA extraction protocol is efficient, fast, economic, versatile, and 

requires small amounts of tissue. The protocol was successfully used to extract dsRNAs from the plants infected 
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with acute and persistent viruses such as SqMV in Melon samples. 
 
Keywords: Comparison, RNA extraction, Squash mosaic virus  


