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  1390 مردادماه



  تصویب نامه

 )CERV( خراشک حلقوي میخکویروس لکولی وناسایی سرولوژیکی و مش«این پایان نامه با عنـوان    

  هبا نمر   در تاریخ»مهناز آشنائی« توسط »هاي خراسان رضوي و شمالی هاي استان در گلخانه

  .در حضور هیات داوران با موفقیت دفاع شد  و درجه ارزشیابی   

  

  :هیات داوران

  امضاء  سمت در هیات  مرتبه علمی  نام و نام خانوادگی  ردیف

  استاد راهنما  استاد   بهروز جعفرپورآقاي دکتر  1

  

  

2  

آقاي دکتر سعید ملک زاده 

  شفارودي

    استاد مشاور  استاد

  مشاوراستاد   استادیار  آقاي دکتر امین میرشمسی کاخکی  3

  

  

  استاد مدعو  استادیار   محسن مهرورآقاي دکتر  4

  

  

   مدعواستاد  استادیار  خانم دکتر عصمت مهدیخانی مقدم  5

  

  

  



  
  تعهد نامه

  

 در گلخانه هاي استان )CERV(خراشک حلقوي میخک  ویروس لکولیوشناسایی سرولوژیکی و م« :عنوان پایان نامه

  »هاي خراسان رضوي و شمالی

 دانشجوي دوره کارشناسی ارشد رشته بیماري شناسی کشاورزي دانشکده کشاورزي   مهناز آشنائی  اینجانب 

  :متعهد می شومعفرپورد تحت راهنمایی آقاي دکتر بهروز جدانشگاه فردوسی مشه

نتایج ارائه شده در این پایان نامه حاصل مطالعات علمی و عملی اینجانب بوده، مسئولیت صحت و اصالت - 

  .مطالب مندرج را به طور کامل بر عهده می گیرم

.اد شده استدر خصوص استفاده از نتایج پژوهشهاي محققان دیگر به مرجع مورد نظر استن- 

مطالب مندرج در این پایان نامه را اینجانب یا فرد یگري به منظور اخذ هیچ نوع مدرك یا امتیازي تاکنون به هیچ - 

.مرجعی تسلیم نکرده است

مقالات مستخرج از پایان نامه، ذیل نام دانشگاه .  کلیه حقوق معنوي این اثر به دانشگاه فردوسی مشهد تعلق دارد- 

. به چاپ خواهد رسید )Ferdowsi University of Mashhad(فردوسی مشهد 

حقوق معنوي تمام افرادي که در به دست آمدن نتایج اصلی پایان نامه تاثیر گذار بوده اند در مقالات مستخرج از - 

.رساله رعایت خواهد شد

بط و اصـول اخلاقـی   در خصوص استفاده از موجودات زنده یا بافتهاي آنها براي انجام پایـان نامـه، کلیـه ضـوا             - 

.مربوطه رعایت شده است

  

   تاریخ

  نام و امضاء دانشجو

  

  

  مالکیت نتایج و حق نشر

     مقالات مـستخرج، برنامـه هـاي رایانـه اي، نـرم افزارهـا و       (کلیه حقوق معنوي این اثر و محصولات آن

ز دانـشگاه قابـل   به دانشگاه فردوسی مشهد تعلق دارد و  بدون اخذ اجازه کتبـی ا            ) تجهیزات ساخته شده  

  .واگذاري به شخص ثالث نیست

استفاده از اطلاعات و نتایج این پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نیست.  

  



  چکیده 

، یکی از اعضاي جنس )Carnation etched ring virus, CERV(خراشک حلقوي میخک ویروس 

Caulimovirus و از خانواده Caulimoviridaeصورت  ژنوم ویروس ب.باشد  میDNAبه اي  دورشته

این به منظور شناسایی  .باشد می)Myzus persicae (وناقل آن شته سبز هلوبوده طول هشت کیلوباز 

 و قرنفل)Dianthus caryophyllus( میخک هاي  گلخانه از1388 و 1389هاي زراعی  در سالویروس 

)Dianthus barbatus( خراسان رضوي هاي  استان)و ) سبزوار، ، چناران نیشابورهاي مشهد، شهرستان

 نمونه شامل 254 تعداد. برداري انجام شد نمونه) هاي بجنورد و شیروان شهرستان(خراسان شمالی 

یا نکروز، ابلقی یا حتی ها و خطوط کلروز لکهداراي علائمی نظیر  ي کهمیخک، قرنفل و علفهاي هرز

هاي  ور ارزیابی وجود ویروس در نمونهظ در آزمایشگاه به من.ندآوري شد  جمع، بودندبدون علائم

یخک و شامل م( نمونه 54نتایج نشان داد که .  انجام شدDAS-ELISAمشکوك، آزمون سرولوژیکی 

 بر روي گیاهان به منظور تکثیر ویروس،. بودند به این ویروس  نمونه، آلوده254از ) قرنفل

Saponaria vaccariaمحک cv. Pink beauty  وSilen armeriaوDianthus caryophyllus

cv.Jokerدر آزمون  .زنی انجام شد  مایهPCRبردن جفت آغازگرهاي اختصاصی براي   پس از بکار

لقوي میخک، به نواحی حفاظت شده از ژن پروتئین پوششی و ژن پروتئین حرکتی ویروس خراشک ح

خت فیلوژنی براي ژن  رسم در.باز تکثیر شدند جفت1000 و 1500 در اندازه تقریبیترتیب قطعاتی

 و بکارگیري MEGA با استفاده از نرم افزار CERVپروتئین پوششی و ژن پروتئین حرکتی ویروس 

در سطح  پروتئین پوششی شباهت ایزوله ایرانی نشان داد که در مورد ژن Neighbor joiningروش 

 و %3/98یزوله هند به ترتیب  و با ا%3/99 و %9/98با ایزوله هلند به ترتیب  نوکلئوتیدي و آمینواسیدي

 در سطح نوکلئوتیدي و همچنین در مورد ژن پروتئین حرکتی شباهت ایزوله ایرانی. باشد می 6/98%

نشان % 9/98و % 1/96و با ایزوله هند به ترتیب % 6/99و % 7/97 با ایزوله هلند به ترتیب آمینواسیدي

  .ه ویروس خراشک حلقوي میخک در ایران استاین اولین گزارش از مطالعات مولکولی دربار .داده شد

  

 .DAS-ELISA،PCR، خراشک حلقوي میخکویروس  :کلید واژه ها



  سپاسگزاري

به  )ع( علی ابن موسی الرضا       حضرت اینک که اجراي این پایان نامه به یاري خداوند متعال وعنایت ویژه           

قاي دکتر بهـروز جعفـر پـور کـه در طـول       بر خود لازم میدانم از استاد ارجمندم جناب آ         م،پایان رسیده ا  

جناب آقایان  عزیزم  اتیدهمچنین از اس  .. ممیمانه تشکر کن  ص،  اند حقیق صبورانه مرا یاري نموده    انجام این ت  

.  ارزشمندشان کمـال تـشکر را دارم  به خاطر مشاورهدکتر ملک زاده شفارودي و دکتر میرشمسی کاخکی         

ور کـه قبـول     وجناب آقاي دکتر محسن مهـر       مقدم  مهدیخانی عصمتدکتر  سرکار خانم   از اساتید محترم    

 د گرانقـدر جنـاب    یتا از اس ـ  .ارمز سپاسـگ  ، گرفتنـد  ي ومطالعه پایان نامه را به عهده      دعوت فرمودند وداور  

ام بـی نهایـت    یـشان را داشـته   کـه افتخـار دانـشجویی ا   ، دکتـر سـعید طریقـی       دکتر حمید روحانی   انآقای

،  خـاطر راهنمـایی هایـشان       به خانم دکتر پریسا طاهري   کار  ت تکمیلی سر  از نماینده تحصیلا   .ارمزسپاسگ

  .ارمزسپاسگ

خاطر  به پاکدین پاریزي، مهندس شاهسوند و مهندس محمودنیامهندس  ،کریمیاز دکتر 

مهندس   آقایانجناب تحقیقاتی شناسی بیماريه آزمایشگااناز کارشناس . متشکرم،هایشان مساعدت

به ، تکنولوژي سرکار خانم بوستانی بیوکارشناس آزمایشگاه و  بخش  مهندس جهانخیز و سبک

  . سپاسگزارم،هایشان خاطرهمکاري

ز همـواره ا  کـه    م و خـواهر عزیـزم     مـادر مهربـان   و  پـدر فـداکار     از اولین و مهربانترین معلمـان زنـدگیم         

دوستان عزیزم خـانم    از  . کنم  صمیمانه تشکر می   ، و دعاي خیرشان بهره مند بوده ام       دریغ هاي بی  راهنمایی

 از   و  مکـرم  وآقایـان اشـرفی     و  ، مجد آبادي    پاکباز ،روح آبادي  ،حیدري نیا  درسویی،پژوم،   ،شوشتريها  

 و از   هایـشان متـشکرم    اطر راهنمـایی  به خ ـ  نژاد و حسینی    ، طبسی یان مقطع دکترا خانم ها قارونی     دانشجو

  .ارمیزان آرزوي موفقیت و سلامت دخداوند متعال براي همه این عز
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  1.......................................................................................................................................................فصل اول

  1.............................................................................................................................................................مقدمه
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  1............................................................................................................................... میخک-1-1-1

  1................................................................................................................. منشاء میخک- 1-1-1-1

  2....................................................................................................... میخکیاهشناسی گ- 1-1-1-2

  3............... ................................................................................................ ارزش تجاري- 1-1-1-3

  3................................................................................................خکی محیطی ميازهای ن- 1-1-1-4

  4............ ................................................................................................ کشتری سطح ز- 1-1-1-5

  5........... ................................................................ میخکیروسیوهاي  بیماري تی اهم-6 -1-1-1
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  5........................................................................................................ قرنفلاتی خصوص- 1-1-2-1
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  9.................................................................................................................................................. منابعیبررس

  9........................................................................................................................................خچهی تار-2-1
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  15........................................................................................................یکیزی فاتی خصوص-2-5-2

  15..................................................................................................ییایمیوشی باتی خصوص-2-5-3
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  28....................................................................................................................... انتقاليها  روش-2-10

  28.................................................................................................... انتقال با حشرات ناقل-2-10-1

  30.................................................................................................... انتقاليها  روشری سا-2-10-2

  30.....................................................................................................روس ی ویی شناسايها  روش-2-11
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  32..................................................................................................یکی سرولوژيها  روش-2-11-3
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  36.......................................................................................................................يریشگی پ-2-14-1
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  ٨٠...............................................................Silen armeria نقاط سبزرد بر روي برگ ظهور -6-4شکل 

  80................................................................ کل با استفاده از نانودراپDNA کیفیت ارزیابی -7-4شکل 

   CERV..................81.. کلروفرم از میخک آلوده به - استخراج شده به روش فنلDNA نمونه - 8-4شکل

  82.......................................... ژل آگارز بر رويCERV ویروس PCR محصول الکتروفورز -9-4شکل 

  ٨٦....................................... ......MPهاي آمینواسیدي ژن  سازي چندگانه ترادف  هم ردیف-10-4شکل 

  ٨٧...... .........MP بر اساس توالی نوکلئوتیدي NJ درخت فیلوژنتیکی ترسیم شده به روش -11-4شکل 

  ٨٨................................................CPهاي آمینواسیدي ژن  سازي چندگانه ترادف هم ردیف -12-4شکل 

  ٨٩.................CPر اساس توالی نوکلئوتیدي  بNJ درخت فیلوژنتیکی ترسیم شده به روش -13-4شکل 

٩١....... ادغام شده بر اساس توالی نوکلئوتیديNJدرخت فیلوژنتیکی ترسیم شده به روش  -14-4شکل 

  



 د

  فهرست جداول

   42..............................................................................برداري هاي محل نمونه ها و شهر استان - 1-3جدول

   42...........................................................................برداري شده از مناطق  ارقام میخک نمونه- 2-3جدول

    CERV........43 مشکوك به هاي میخک و قرنفل آوري شده از گلخانه هاي هرز جمع علف -3-3جدول 

  53........................................................................ها زنی آن  لیست گیاهان محک و سن مایه –4-3جدول 

   CERV............................................. ...63هاي اختصاصی مربوط به ویروس   آغازگر  ترادف- 5-3جدول

   PCR............................ .............................64هاي  هاي بهینه شده واکنشگر  غلظت و حجم– 6-3جدول

   65..................................................................................................................محتویات کیت  - 7-3جدول

  CPU/CPD.......66 با استفاده از آغازگرهايPCRدماي لازم به منظور انجام مراحل زمان و  –8-3جدول

  MPU/MPD....67  با استفاده از آغازگرهايPCRزمان و دماي لازم به منظور انجام مراحل  - 9-3جدول

   TAE................................................................................................67تهیه  مواد لازم براي -10-3جدول

  73............................... با استفاده از دستگاه الایزا خوانCERV قرائت نتایج مربوط به پلیت -١-4جدول

  74.............هاي خراسان هاي استان  در گلخانهCERV تعداد نمونه آلوده و درصد آلودگی به - 2-4جدول

  76....................برداري شده به ویروس خراشک حلقوي میخک آلودگی ارقام مختلف نمونه - 3-4جدول

  83...........اند هایی که در آنالیز فیلوژنتیک استفاده شده ها و ویروس  استرین شماره دسترسی-4-4دول ج

  MP...................... ...........85 هاي ژن  درصد شباهت آمینواسیدي و نوکلئوتیدي بین ترادف-5-4جدول 

  CP...................................89 هاي ژن ي و نوکلئوتیدي بین ترادفدرصد شباهت آمینواسید -6-4جدول 

  CP.................................... 90 و MPهاي مختلف دو ژن   تغییرات آمینواسیدي در موقعیت-7-4جدول 

  91 شدههاي مترادف و نامترادف در طول ترادف نوکلئوتیدي ادغام  تعداد و نسبت جانشینی-8-4جدول 
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  فهرست علائم و اختصارات

  

Amino acid  aaآمینواسید

سازي آخرین حد رقیق
Dilution end pointDEP

 Double-antibody sandwich-enzyme linked immunosorbentآزمون دو طرفه الایزا

assay  

DAS-ELISA

پایداري در آزمایشگاه
Longevity in vitroLIV

پروتئین پوششی
Coat proteinCP

پروتئین حرکتی
Movement proteinMP

Base pairbpجفت باز

چگالی نوري
Optical densityOD

De oxiy nucleotide three phosphatdNTPداکسی نوکلئوتید تري فسفات

دماي غیرفعال سازي 
Thermal inactivation pointTIP

نوکلئوتید
Nucleotident

Reverse transcription Polymeras chain reactioRT-PCRس زنجیره اي پلیمرازواکنش معکو

Carnation etched ring virus  CERVویروس خراشک حلقوي میخک
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  فصل اول 

  مقدمه

   خصوصیات گیاهان مورد آزمایش در این تحقیق- 1-1

   میخک-1- 1-1

  میخک منشاء - 1-1- 1-1

ه و احتمـالا بـومی نـواحی    بـود  Dianthusهـاي  یکی از گونـه ) Dianthus caryophyllus(میخک 

گرفتـه شـده و توسـط    ) گـل ( anthosو ) خـدا (dios از کلمه یونانی Dianthusنام  .باشد اي می مدیترانه

 گونـه گیاهـان گلـدار از خـانواده       300شـامل   این جنس   . گیاهشناس یونانی تئوفراتوس عنوان شده است     

caryophyllaceae   تعدادي از گونه هاي این جنس از جنوب تـا          . نشاء آن اروپا و آسیا می باشد       بوده و م

  ).1999دول و ویلکینز، (دارندشمال آفریقا پراکنش 

مهم ترین نواحی تولید میخک شامل غرب اروپا، هلند، آمریکاي لاتین و مرکزي، ژاپن، شرق اروپا                

  ).2005 و همکاران، سینگ(باشد  الیا، ایالات متحده و اسرائیل میو آسیا، استر

  

  



٢

  میخکگیاهشناسی  - 1-2- 1-1

ــته   ــک از راس ــانواده Caryophyllalesمیخ ــنس Caryophyllaceae، خ ــه Dianthus، ج  و گون

D.caryophyllus1353مشیري، (باشد  می.(  

همچنین اغلب . هاي تتراپلوئید و تریپلوئید نیز هستند     ولی داراي فرم   میخک ها عموما دیپلوئید بوده    

میخـک  هـاي    گـل . باشـند  مـی چند سـاله    دوساله تا    ه یا یکسالاي و از نظر طول دوره رشدي         دولپهعلفی،  

)Dianthus caryophyllus(،بـوده و رنـگ آنهـا از    متـر    سانتی5/8-6و به قطر  داراي پنج گلبرگ  منفرد

 )مـادگی (  و مـاده )پـرچم  ( نـر هـاي   داراي اندامجنسی و گل ها دو  . رتی تا بنفش متغیر است    سفید به صو  

 سـاقه   5-1گیاهـان جـوان بـین       . باشد  عدد می  15-10 در قاعده گیاه بین      دهنده هاي گل  تعداد ساقه . است

بی بـوده ولـی انـشعابات آن    ها در قاعـده چـو    ساقه.کنند ه و هر یک بیش از شش گل تولید می       تولید کرد 

هـا   پرچم. یا بنفش متغیر است    آبی   -بزها باریک و بدون ساقه و رنگ آن از سبز تا س            برگ. باشد علفی می 

میـوه بـه شـکل    . ها یا دو برابر آنها مـی باشـد   داد گلبرگدر یک یا دو حلقه قرار گرفته و تعداد آنها به تع   

  ).1980پري و بوید،  (استپسول و محتوي چندین بذر کوچک ک

تقـسیم  هاي مختلف بوده که بر اساس شکل گل، اندازه وتیپ گل به سه گروه                میخک داراي واریته  

هاي استاندارد در هـر    میخک. باشد  می midisو  ) مینیاتوري(، اسپري   )sims( می شوند که شامل استاندارد    

 ـ      در حالی که میخک    ساقه داراي یک گل بزرگ هستند،      ادي گـل بـه انـدازه    هاي اسـپري داراي تعـداد زی

ز نوع اسـپري بـوده      هاي کوچکتر و ساقه کوتاهتر ا       داراي گل  midisهاي میخک نوع     گل. کوچک هستند 

 قادرند که هم یک گل در هر شاخه تولید  midisهاي نوع  میخک.  گل هاي آنها دو برابر استولی تعداد

  ).1999دول و ویلکینز، (کرده و هم چند شاخه جانبی گلدار تولید نمایند 

  

  



٣

  تجاري ارزش - 1-3- 1-1

ر جهـان محـسوب شـده       نج گـل نخـست د     هاي شاخه بریده و جزء پ      ترین گل  میخک یکی از مهم   

ک در سرتاسـر جهـان تولیـد    خ ـ و سالانه بیش از ده بیلیـون شـاخه می      )2007ریخی و همکاران،  (شود   می

 درصد از بازار گل هاي شـاخه بریـده را بـه    15 تجارت میخک حدود 1995 بطوري که در سال     .شود می

  ).1980ویرت، ( خود اختصاص داد

  میخک محیطی  نیازهاي- 1-4- 1-1

و گل رس، به همراه ماسه  مخلوط خاك با .ن براي کشت میخک شهریور و مهرماه استبهترین زما

 میخک  .باشد شده به عنوان بستر کاشت مناسب می      برگ تجزیه    مقداري پهن یا کود گاوي پوسیده و خاك       

به علاوه چنانچه مقدار آهـک   .ی یا کمی قلیایی دارد خنثpH با زهکشی خوب و  خاکی   براي رشد نیاز به   

   .)1353مشیري، ( باشد بع باشد، براي رشد میخک مناسب می گرم در هر متر مر120-60 بین خاك

رش آن تحت تـاثیر طـول       میخک یک گیاه روز بلند اختیاري است و تاثیر دما بر روي رشد و گست              

.  طول روز حساس اسـت      جفت برگ هستند، به    7-5ها اغلب هنگامی که داراي       جوانه. کند ر می یروز تغی 

 جفت برگی وارد 18-16کوتاه در مرحله    جفت برگی، در شرایط روز10-8حله بلند در مر   ایط روز در شر 

.  دما و شدت نور و طول روز بر روي دوره رشدي میخک در گلخانـه مـوثر هـستند        .شوند فاز زایشی می  

 و دماي پایین باعث تحریک شروع گلدهی شده، در حالی که دماي بالا باعث رشد رویـشی بیـشتر شـده                

اندازه گل و مدت ها ضعیفتر شده و  گره ها کوتاهتر و ساقه ب قبل از شروع گلدهی، فاصله میان      بدین ترتی 

خـوردگی کاسـه گـل، کـه یکـی از            از طرفی شـکاف   . یابد هاي شاخه بریده کاهش می     زمان نگهداري گل  

هاي گل در معرض  ود، اغلب بدلیل قرار گرفتن جوانهش  نامطلوب در تولید میخک محسوب میهاي پدیده

 باشـد  اسـت، حـساسیت بیـشتر مـی    متر  میلی6-3ها  جوانهقطر افتد و در زمانی که    دماهاي پایین اتفاق می   

  ).1999دول و ویلکینز، (


