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 تقدیر و تشکر
«من لم یشکر المخلوق لم یشکر الخالق »  

 کنم:تشکر می

  های بلند ، های دلاویز و گفتهکه با نکته  ثمین حسینیو  خانم دکتر  احمدحسینی   آقای دکتر مشاور ارجمندمراهنما و از اساتید
گارنده در اتمام های سخن را علم پرور نمودند وهمواره راهنما و راهصحیفه  .اندنامه بودهپایان  گشای ن

 گان  دکتر حسین علایی  و دکتر  ان از داوران محترم آقای ی نامه را زحمت مطالعه و داوری این پایانکه پژمان خدا
 ل کردند.ب تق 

عزیز ، دلسوز و مهربانم که آرامش روحی و آسایش فکری مرا فراهم ان  بزرگوارم،  خواهران و برادر و مادر با درود فراوان به پدر
-ا به اتمام برسانم، سپاسگزاری مینامه درسی ر های همه جانبه در محیطی مطلوب ، مراتب تحصیلی و نیز پایانبا حمایت نمودند تا 

 .نمایم

کلاسیاز ه  و در پایان   نمایم. یاری نمودند خالصانه تشکر و قدرانی می پایان نامه که من را در اجرای این  و دوستان عزیزم ها  م
 



 
 

 

 

 

 

 
 تقدیم به:

مهربانم  و  دلسوز پدر  و  مادر   
از خودگذشتگیشان از کلمه ایثار و به پاس تعبیر عظیم و انسانی  

 به پاس عاطفه سرشار و گرمای امیدبخش وجودشان که در این سردترین روزگاران بهترین پشتیبان است

گرایدهای بزرگشان که فریاد رس است و سرگردانی و ترس در پناهشان به شجاعت میبه پاس قلب  

کندهای بی دریغشان که هرگز فروکش نمیو به پاس محبت  
 

 
 

 

 

 
 



 چکیده

های برگی است که به صورت تازه و یا فرآوری شده  ترین سبزی ( یکی از مهم.Spinacia oleracea Lاسفناج )

به دلیل داشتن خواص دارویی و مواد غذایی فراوان به صورت گسترده در دنیا کشت و مصرف  شود و مصرف می

در  گیرد. باکتریایی و ویروسی قرار می گیاه اسفناج همواره تحت تاثیر بیمارگرهای مختلف قارچی، شود. می

از  نمونه 011، مجموعاً 0931های صورت گرفته از مزارع منطقه داوران شهرستان رفسنجان در سال برداری نمونه

گیاهان اسفناج مشکوک به آلودگی ویروسی با علایم زردی، چروکیدگی، بد شکلی و سبز زردی جمع آوری گردید. 

به  های اسفناج دارای علایم ویروسی درصد از بوته 5/39نمونه و در مجموع  11لیزا آلودگی با استفاده از روش داس ا

های  کدام از نمونههیچ( مشخص گردید. نتایج آزمون مذکور همچنین نشان داد که CMVویروس موزاییک خیار )

اند. نتایج ‎دهآلوده نبو Potyvirusهای جنس  و ویروس BCMV ،TSWV ،AMV ،PVYهای  اسفناج، به ویروس

های هرز جمع آوری شده از اطراف مزارع اسفناج نشان داد که به غیر از  نمونه از علف 99حاصل از بررسی 

 CMVها به  کنند هیچ کدام از این نمونه صورت علف هرز اطراف مزارع اسفناج رشد می های خودرو که به اسفناج

انتخاب و در گیاه اسفناج  SpKتحت عنوان  ی یک جدایه ،CMVآوری شده  های جمع جدایهآلوده نبودند. از میان 

گیاهی انجام و مشخص شد که این   گونه 82، بر روی تعداد SpKی  تکثیر گردید. آزمون تعیین دامنه میزبانی جدایه

آزمون  گونه موفق به تکثیر شده است. 00باشد و ویروس فقط در  ی میزبانی محدودی می جدایه دارای دامنه

آلوده  CMV%( به ویروس  5/8بذر )‎بذر تهیه شده از کشاورزان منطقه، پنج نهال 811ی نشان داد که از بذربرد

 با  کل این جدایه RNAاستخراج درصد منتقل کرد.  21با کارایی را  SpKی  جدایه Aphis gossypiiبودند. شته 

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRآزمون  ، با موفقیت انجام شد.RNX-Plusاستفاده از محلول تجاری 

باشد. استفاده از  اقماری می RNAفاقد  SpKی  نشان داد که جدایه CMVاقماری ویروس  هایRNAمربوط به 

جفت بازی شامل ژن  211منجر به تکثیر یک قطعه  RT-PCRدر آزمون   CMVCPrو   CMVCPfجفت پرایمر 

که با استفاده از  گردید در حالی SpKی  جدایه RNA3پروتئین پوششی و نواحی غیر کد کننده دو طرف آن در 

جفت بازی تکثیر  510حدودا  ی  یک قطعه IC-RT-PCRدر آزمون   CMV Primerو  CMV Primer 1جفت پرایمر 

و  MspI (HpaII)  ،BsuRI (HaeIII)های برشی  قطعات تکثیر شده با استفاده از آنزیمبر روی  RFLPشد. آزمون 

EcoRI های مولکولی  انجام شد. نتایج آزمونRT-PCR ،IC-RT-PCR ،RFLP ،یابی ژن  توالیCP  و رسم درخت

 II متعلق به زیر گروه SpKی  ، نشان داد جدایه در گیاه اسفناج  CMVفیلوژنی علاوه بر تایید مولکولی وجود 

باشد. پژوهش حاضر اولین مطالعه مولکولی و بیولوژیکی بر روی ویروس موزاییک خیار  ویروس موزاییک خیار می

 باشد. جدا شده از اسفناج از ایران می

 

 RT-PCR ،IC-RT-PCR: اسفناج، ویروس موزاییک خیار،  های کلیدی واژه
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گیاهی است  ،0ی کنوپودیاسه از تیره ،.Spinacia oleracea L( با نام علمی Spinachاسفناج )

ی راست به ارتفاع نیم متر که  ، یکساله و روز بلند، دارای ساقه8دو پایه ها ژنوتیپدر اغلب دیپلویید، 

های اسفناج به رنگ سبز کم رنگ  است. گلم مختلف دارای فرم و رنگ متفاوتی های آن در ارقا برگ

خاطر اسفناج به های پاییزه و بهاره )انگلیسی( معروفند.  باشد. دو نوع اسفناج وجود دارد که به نام می

شود و دارای خواص دارویی بسیار  صورت گسترده در دنیا کشت می داشتن مواد غذایی فراوان به

. اسفناج که بومی آسیای مرکزی و به احتمال زیاد ایران است (8119و همکاران،  9)کاوازوزیادی است

بیشترین پتانسیل  ها و ، آنتی اکسیدانA ،B ،Cهای  به علت دارا بودن املاح معدنی، پروتئین، ویتامین

 ;Arshi, 2000ها، از اهمیت زیادی برخوردار است ) های اکسیژن در بین سبزی جذب رادیکال

Balkaya et al., 2005; Bunea et al., 2008; Prohens and Nuez, 2008.)  این گیاه که مقاومت

کلروفیل، کاروتن،  ، آهن، ید، لسیتین،Bبالایی نسبت به سرما دارد، دارای مقادیر زیادی ویتامین 

های برگی  سبزی ترین مهم(. اسفناج از Swiader et al., 1992اسید اگزالیک و اسید ارسنیک است )

                                                   
1 Chenopodiaceae 
2 Dioecious 
3
 Kawazu 
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های  ویژگی(. 0331 ،0شود )روباتزکی و یاماگوچی است که به صورت تازه و یا فرآوری شده مصرف می

های جنسی و کوتاه بودن  خاص این گیاه از جمله تعداد کم کروموزوم، دو پایه بودن، وجود کروموزوم

یک گیاه مدل در مطالعات ژنتیکی و مولکولی تعیین  عنوان بهدوره رشد و نمو موجب شده است تا 

ای زیادی از این گیاه ه (. در حال حاضر تودهSasaki et al., 1989جنسیت مورد استفاده قرار گیرد )

های مقاومت به  دارای ژن ،به صورت اهلی و وحشی در کشور وجود دارد که ممکن است بعضی

نژادگردان  ها و تلاقی بین آنها که برای به باشند. شناسایی این ژنوتیپ گیاهی ها و آفات گربیمار

ده با قابلیت تولید عملکرد بالا های اصلاح ش تواند منجر به معرفی رقم العاده حائز اهمیت است، می فوق

بررسی انجام شده توسط اسدی  در(. Kuchuck, 1979گردد ) گیاهیزای  ومت به عوامل خسارتاو مق

  .ایران تعیین شده است( پراکندگی اسفناج بومی در نقاط مختلف 8111) دخت و حسن

 های بیماری ترین مهمگیرد.  گیاه اسفناج همواره تحت تاثیر بیمارگرهای مختلفی قرار می

 آنتراکنوز(، Pseudomonas syringae) اند از: لکه برگی باکتریایی عبارت اسفناجبه  زا خسارت

(Colletotrichum dematium f.sp. spinacia)لکه برگی کلادوسپوریومی ، (Cladosporium 

variabile) ، لکه برگی استمفیلومی(Stemphilium botryosum)گیاهچه )  ، پوسیدگی ریشه و مرگ

Fusarium oxysporum, Pythium apbanidermatum, P. irregulare, Rhizoctonia solani ،)

 Peronospora(، سفیدک دروغی )Fusarium oxysporum f.sp. spinaciaپوسیدگی فوزاریومی )

farinose f.sp. spinacia( پوسیدگی ورتیسیلیومی ،)Verticillium dahliae( و زنگ سفید )Albugo 

ecidentalis) ها و ویروس (Koike et al., 2006) . 

 Beet curly زیر اشاره کرد: مواردتوان به  می های خسارت زننده به اسفناج ویروس ترین مهماز 

top virus ،Beet western yellow virus ،Lettuce specklies mottle virus ،Beet mosaic virus ،

Tobacco mosaic virus، Broad bean wilt virus و Cucumber mosaic virus  (Francki et al., 

1979 and Kaper et al., 1981 شوند ) % محصول این گیاه می89-31( که باعث کاهشCorrell et 

al., 1994; Wilson, 1985) موزاییک. ویروس ( خیارCucumber mosaic virus, CMV عضو تیپ )

ی میزبانی وسیع است که  ویروسی با دامنه ،Bromoviridaeی  دهو از خانوا Cucumovirusجنس 

 ,.Palukaitis et al)  آلوده کندجنس را  965خانواده و  25ی گیاهی در  گونه 0111تواند بیش از  می

1992; Roossinck et al., 1999; Lin et al., 2003; Madhubala et al., 2005 این ویروس روی .)

                                                   
1
 Rubatzky and Yamagucki 
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یک، کوتولگی و کاهش محصول در یو باعث موزا کند علایم متفاوت ایجاد میهای مختلف  میزبان

نکروز انتهایی  ،فرنگیدر گوجه 0یک، کوتولگی، کاهش اندازه برگ و سرخسی شدن برگیخیار، موزا

ویروس موزاییک خیار شود.   ها در نخود، کوتولگی سویا، لکه حلقوی زنبق و کلروز در موز میبرگ

(CMV در اسفناج )یک و بدشکلی یها، موزا باعث کلروز و کوتولگی شدید، جلوگیری از رشد جوانه

 ,Francki et al., 1979; Kaperشود ) های جوان و در نتیجه خسارت کمی و کیفی محصول می برگ

1982; Yang et al., 1997.) 

های انجام شده بر روی تعدادی از محصولات صیفی و سبزی در منطقه داوران  برداری در نمونه

و بد  موزاییک، گیاهان اسفناج با علایم 23-31)شهرستان رفسنجان( استان کرمان در سال زراعی 

ی عامل بیماری با ویروس  های اولیه با آزمون الیزا رابطه . بررسیندشکلی شدید مشاهده گردید

بر  0310و همکاران در سال  8با وجود گزارش این ویروس توسط کایزرخیار را نشان داد.  وزاییکم

های بیولوژیکی،  ویژگی بررسی بر روی ای روی اسفناج در منطقه کرج، تاکنون هیچ نوع مطالعه

از تاکنون این ویروس  0310سرولوژیکی و مولکولی این ویروس در ایران انجام نگرفته است. از سال 

مناطق دیگر ایران جداسازی و گزارش نشده است. تحقیق حاضر تلاشی برای بررسی برخی از 

جدا شده از اسفناج در این منطقه از استان  یجدایههای بیولوژیکی، سرولوژیکی و مولکولی  ویژگی

  باشد. کرمان می

                                                   
1 Fernleaf 
2 Kaiser 
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 ی ويروس موزايیك خیار تاريخچه -9-9
های  عنوان عامل بیماری موزاییک در بوته ، به0306بار در سال ‎( اولینCMV)0ویروس موزاییک خیار

(. Palukaitis et al., 1992هندوانه و خیار ایالت میشیگان و خیار نیویورک آمریکا گزارش شد )به نقل از 

ویژه از مناطق معتدله  اروپا، آفریقا و دیگر نواحی جهان بهزودی از سایر نقاط آمریکا، ‎این بیماری به

بیماری  31شناسایی و به اسامی مختلف نامگذاری شد. مشخص شده است که این ویروس عامل بیش از 

 (.Roossinck, 2001شدند ) است که در گذشته به عوامل دیگر نسبت داده می مختلف گیاهی

توان  ها می توسط این ویروس ایجاد شده است که از جمله آنهای خطرناک و مختلفی  تاکنون اپیدمی

 ,.Gallitelli et al(، ایتالیا )Yoshida et al., 1984فرنگی در ژاپن ) ی گوجهبه نکروز حاد و نابود کننده

1988 and Kaper et al., 1990) ( و اسپانیاJorda et al., 1992موزاییک شدید گوجه ،)‎ فرنگی در چین

(Kearney et al., 1992سفید شدن برگ ،) فرنگی در نیویورک، موزاییک حبوبات در  های گوجه

 ,.Palukaitis et alای در اروپا ) شرقی آمریکا، موزاییک خربزه در کالیفرنیا، موزاییک گیاهان گلخانه‎جنوب

 اره کرد.( اشJones and Proudlove, 1991در استرالیا )  8های گیاه لوبیا گرگی ( و نخی شدن برگ1992

                                                   
1 Cucumber mosaic virus 
2 Lupine 
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است که اکثرا خسارت شدیدی به  گزارش شدهاز ایران چندین نژاد ویروس موزاییک خیار تاکنون 

عنوان عامل بیماری را به CMV بار برای اولین 0938 در سال منوچهری. نندز کدوییان و حبوبات می

را  CMV (0936). مصباحی (0960)به نقل از ایزدپناه  ی شیراز گزارش نمود موزاییک خیار و کدو از حومه

دانش اولین محققی در ایران است عنوان عامل عقیم شدن نخود در منطقه کرج و ورامین معرفی کردند.  به

ر تحقیقاتی انجام داد و با استفاده از های ویروس موزاییک خیا طور کلاسیک روی شناسایی نژاد که به

)به نقل از ایزدپناه  یران شناسایی و گزارش نمودگیاهان آزمون، شش نژاد مختلف از این ویروس را در ا

را یکی از ها  نژاد از این ویروس را از اطراف شیراز گزارش نمود و آنچند  0311در سال. ایزدپناه (0960

. کایزر (0315)به نقل از رحیمیان  ی موزاییک در استان فارس معرفی کرد‎ زای ایجاد کنندهعوامل بیماری

های مختلف این ویروس را از روی چندین گیاه متفاوت در مناطق مختلف ایران  دایه( ج0310و همکاران )

طور وسیع مورد مطالعه قرار  های این ویروس را در استان فارس به ( نژاد0315شناسایی کردند. رحیمیان )

 ها را بر اساس خصوصیات بر اساس علایم گزارش نمود و آنداد. وی هشت نژاد مختلف این ویروس را 

بندی نموده و نشان داد که در روش سرولوژیکی نشت دو طرفه آگار، یکی  بیولوژیکی به چهار گروه تقسیم

( چند میزبان طبیعی ویروس موزاییک خیار از 0952نیا ) . هابیلی و الهیپذیر است از هشت نژاد تفکیک

و آزمون نشت در آگار، نژاد  ی میزبانی ( با بررسی دامنه0960نیا ) الهی استان خوزستان را معرفی کردند.

 جدیدی از این ویروس را از روی طالبی گزارش نمود. 

ن سرولوژیک نشت ی این ویروس را از روی گیاهان جالیزی، از طریق آزمو ( یک جدایه0962پرویزی )

از روی گیاهان جالیزی استان اصفهان و کوهی  (0962)دوطرفه آگار، تشخیص داد. ارزنی و آهومنش 

 0918در سال از روی توتون در استان مازندران این ویروس را گزارش کردند. علوی  (0910)دهکردی 

فرنگی های مختلف این ویروس را بر اساس علایم و آزمون نشت در آگار، از مناطق کشت گوجه جدایه

خصوصیات فرنگی را بر اساس دو نژاد جدا شده از گوجه 0913در سال فضعلی و همکاران  شناسایی کرد و

 .(0913)فضعلی و همکاران،  بیولوژیکی، سرولوژیکی و مولکولی از یکدیگر تفکیک کردند

انجام  CMVبه منظور شناسایی  0921هایی که در سال  در بررسی (0928) خیز و همکاران سبک

ییک، فرنگی، خیار و سایر کدوییان که علایم زردی، موزاهای گوجه های بوته هایی از برگ دادند، نمونه

-DASآوری نموده و با استفاده از آزمون  دادند را جمع بدشکلی و بندکفشی شدن برگ را نشان می

ELISA
میزان پراکنش این ویروس را در مزارع شمال استان خراسان رضوی و خراسان شمالی مورد  0

                                                   
1 Double antibody sandwich- ELISA 
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RT-PCRارزیابی قرار دادند. در این بررسی، جهت شناسایی دقیق ویروس از آزمون 
ده گردید ولی استفا  0

های جمع آوری شده انجام  ها در نمونه و پراکندگی آن CMVهای  تحقیقی برای مشخص نمودن زیرگروه

 نگرفت.

های گلستان، گیلان، مازندران و خراسان و شعبانیان  های استان ( از گلخانه0929سمیعی و همکاران )

 یروس موزاییک خیار را گزارش نمودند. ی جیرفت و های خیار درختی منطقه ( از گلخانه0929و همکاران )

منظور بررسی موقعیت فیلوژنتیکی ویروس موزاییک خیار، در گیاهان  ( به0922معصومی و همکاران )

  آغازگرهای گزارش شده از دنیا، از یک جفت  ها با جدایه ی آن و مقایسهفلفل و ریحان شهرستان کرمان 

ترادف نوکلئوتیدی ژن پروتئین پوششی این دو اختصاصی ژن پروتئین پوششی استفاده کردند. از نظر 

 IBدرصد به هم شباهت داشتند و هر دو جدایه در زیر گروه  33جدایه ایرانی )فلفل و ریحان( به میزان 

هی مشکوک به گیانمونه  395تعداد  8113-8101های  زاده و همکاران در بین سال قرار گرفتند. حسین

های گلستان و مازندران جدا نموده و با  ی گیاهی مختلف در استان گونه 01آلودگی ویروسی را از روی 

 CMV ،032ی گیاهی آلوده به  نمونه 815ها پرداختند. در مجموع  به بررسی آن DAS-ELISAآزمون 

 IIو  Iی آلوده به هر دو زیر گروه  نمونه 35و  IIی آلوده به زیر گروه  نمونه I ،32نمونه آلوده به زیر گروه 

 (.Hosseinzade et al., 2012بودند )

 های گیاهي ی ويروسبند جايگاه ويروس موزايیك خیار در طبقه -9-9
 0310در سال  Cucumovirusاست. جنس  Cucumovirusویروس موزاییک خیار عضو تیپ جنس 

های  (. ویروسHarrison et al., 1971گردید ) عنوان یک گروه ویروسی مستقل نامگذاری و معرفی به

CMV ،TAV (Tomato aspermy virus ،)PSV (Peanut stunt virus و )GMMV (Gay feather mild 

mottle virusاز اعضای قطعی این جنس ویروسی می ) ( باشندICTV.) 

 ،Alfamovirus ،Anulavirus ،Bromovirusبه همراه پنج جنس ویروسی  Cucumovirusجنس 

Ilarvirus  وOleavirus  در خانوادهBromoviridae خانواده گیرد قرار می .Bromoviridae  18به همراه 

باشند. اگرچه تاکنون برای این خانواده  می 8های بدون راسته مشخص ی ویروسی دیگر جز ویروس خانواده

ی  در نظر گرفته نشده است ولی اغلب پیشنهاد شده است که در بالا خانواده 9ای ویروسی، بالا خانواده

Alphavirus-like  یاSindbisvirus-like هر چهار قالب های این خانواده  قرار بگیرند. در تمام جنس

                                                   
1 Reverse transcriptase- PCR 
2 Unassigned family 
3 Superfamily 
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 ORF( وجود دارد در حالی که CPو پروتئین پوششی) 1a ،2a ،3aهای  برای پروتئین 0(ORFخواندنی باز )

-Palukaitis and Garciaمشاهده شده است ) Ilarvirusو  Cucumovirusهای  فقط در جنس 2bئین پروت

Arenal, 2003.) 

 های ويروس موزايیك خیار ويژگي -9-3

 CMVهای فیزيکي  ويژگي -9-3-9

نانومتر  91-82به قطر  8دارای سه پیکره با تقارن بیست وجهی Cucumovirusهای جنس  ویروس

(. قطر  Edeardson and Christie, 1991; Matthews, 1991; Palukaitis; Garcia-Arenal, 2003هستند )

ی  نسبت جذب اشعه(. Francki et al., 1985نانومتر گزارش شده است ) 5/06نیز ها  داخلی این پیکره

 ,.Francki et alتعیین شده است ) 65/0نانومتر  821به  861ماوراء بنفش این ویروس در طول موج 

و در سیتوپلاسم، هسته و   های گیاهی است ی این ویروس بسیار شبیه ریبوزوم سلول (. پیکره1979

در  CMVهای ویروس  گاهی پیکره شوند اما در میتوکندری و کلروپلاست حضور ندارند. ها دیده می واکوئل

برخی موارد کریستالی(  های بدون شکل )در های میزبان اینکلوژن بادی و در سلولها جمع شده  واکوئل

 (.Francki et al., 1979;  Kaper and Watherworth, 1981)ایجاد می کند 

مطالعات میکروسکوپ الکترونی با رنگ آمیزی منفی و اطلاعات فیزیکی و شیمیایی نشان دادند که  

تا  83پروتئینی با وزن مولکولی یکسان  9زیر واحد 021های جنس کوکوموویروس از  ی ویروس هر پیکره

این زیر  کیلودالتون است. 9/85برابر با  CMVاست. وزن مولکولی پیکره   تشکیل شدهکیلو دالتونی  86

از لحاظ  CMVی ها اند. پیکرهقرار گرفته =9Tهای هگزامر و پنتامر با تقارن  واحدها به صورت دسته

ها  توان آن است و بدین سبب نمی Cucumovirus اعضای جنس  های فیزیکی و شیمیایی شبیه سایر ویژگی

(. Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003یگر تشخیص داد ) های مورفولوژیکی از یکد را از لحاظ ویژگی

های  ن بعد از قرارگیری در معرض یونشا از هم، تفاوت در میزان پایداری TAVو  CMVهای  تفاوت پیکره

 (.Habili and Francki, 1974باشد ) منگنز می

                                                   
1 Open reading frame 
2 Icosahedral particles 
3 Subunit 


