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  چكيده

هـاي موجـود در    از گلخانـه  1388در پـاييز   (Carnation etched ring virus, CERV)ر شناسايي ويروس خراشك حلقـوي ميخـك   به منظو
هـاي   و علـف   (Dianthus barbatus) ، قرنفل (Dianthus caryophyllus) نمونه شامل ميخك 250رضوي و شمالي بازديد و  هاي خراسان استان

 ـ. وري گرديـد آ هـرز داراي علائـم ويروسـي جمـع      Double-antibody sandwich-enzyme linked( هـا بـا آزمـون سـرولوژيكي     ودگي نمونـه آل
immunosorbent assay, DAS-ELISA(   نتايج حاصل نشان داد كـه آلـودگي بـه    . اي اختصاصي تعيين گرديد با استفاده از آنتي سرم چندهمسانه

 .Saponaria vaccaria cv روي گياهـان محـك   ويـروس  ،جهت تكثير و نگهـداري . باشد ميدرصد  6/21ويروس مذكور در مناطق نمونه برداري 

Pink beauty ، Silen armeriaو Dianthus caryophyllus cv.Joker  در آزمون رديابي . شد زني مكانيكي مايهCERV   با اسـتفاده از روش
PCR از ژن پروتئين پوششي و ژن پروتئين حركتـي ويـروس خراشـك حلقـوي     بردن جفت آغازگرهاي اختصاصي براي نواحي حفاظت شده  پس از بكار

هـاي   از وجود ويروس خراشك حلقوي ميخك در استان اين اولين تاييد. تكثير شدند يجفت باز1000و  1500به ترتيب قطعاتي به اندازه تقريبي ميخك، 
   .رضوي و شمالي مي باشد خراسان
  

 Caulimovirus  ،PCRك،ويروس خراشك حلقوي ميخ :كليدي واژه هاي
  
  12345مقدمه

اولـين بـار در سـال     (CERV) حلقوي ميخـك  ويروس خراشك
اين ويروس انتشار ). 12( توصيف شد 6هولينگ و استون توسط 1961

از هلند و هند از اين ويـروس   7كنون دو جدايهتاو ) 18(جهاني داشته 
 بـراي اولـين بـار    CERVدر ايـران  ). 25، 15( شناسايي شـده اسـت  

هـاي محـلات گـزارش     از گلخانـه   1387ل توسط حسين بيات در سـا 
ويروس خراشك حلقوي ميخـك پـس از ويـروس ابلقـي     ). 1(گرديد 

و مسـئول  ) 26، 18(ميخك بيشترين اهميت را بر روي ميخك داشته 
هاي شاخه بريده از نظر اندازه، قدرت توليد و بعـلاوه   كيفيت پايين گل

هاي جانبي و تعداد گل و نيز  جوانهخسارت به محصول از نظر كاهش 

                                                            
به ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد، استاد و دانشجوي كارشناسي ارشد،  -5و  2، 1

  گروه گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
 ) m_ashnayi@yahoo.com  : Email          :نويسنده مسئول -(*

 گروه بيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد ياراناستاد  -4و  3
22  33  44  55  

6- Holling and Stone 
7- Isolate 

علائم ايـن ويـروس بـر روي ميخـك      .)30( وزن تازه محصول است
شـامل   بستگي به درجه حرارت و طول دوره روشنايي متفاوت بـوده و 

اگرچه علائم ممكن اسـت  . باشد ها و نقاط بافت مرده مي ها، لكه حلقه
 ـ  صـورت   هفصلي به نظر برسد، ليكن در ساير فصول عموما ويـروس ب

همچنـين  ). 28، 19، 8(بر روي ميزبان بسـر مـي بـرد     8بدون علامت
علائم اين ويروس ممكن است در اثـر آلـودگي مخلـوط بـه ويـروس      

 29و  25اي بـه قطـر    يا پيكره هاي ويروسي ناشناخته ابلقي ميخك و
دامنـه ميزبـاني ويـروس محـدود بـه تيـره       ). 19(نانومتر، تشديد شود 

  ).22، 14(ميخك است 
و  Caulimovirusجنس  ويروس خراشك حلقوي ميخك عضو

ــانواده ي  ــت Caulimoviridaeخ ــره . )3، 2، 16، 14، 23( اس پيك
ــروس ايزومتريــك ــه قطــر  و وي ــانو 45ب ــوده  مترن ــد )14، 5(ب و تولي

اسـيد   ).27، 4، 7(سيتوپلاسمي مـي نمايـد   هاي درون سلولي  اندامك
dsDNA)( دو رشـته اي  DNAنوكلئيك ويروس يـك مولكـول   

و 9
 CGنوكلئوتيـد و محتـوي    7924بـه طـول    ،)7(عموما به فرم خطي 

                                                            
8-Symptomless 
9- Double stranded DNA 
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است كه  1چهارچوب باز خواندني شامل شش و )23، 15( درصد 6/36
ORF I كردن پروتئين حركتي را به عهده داشته و  وظيفه كدORF 

II شود دهنده شته مي باعث توليد پروتئين انتقال .III ORF   مسـئول
عنـوان يـك    احتمـالا بـه   كـه ه با پروتئين اسـت  باند شد DNAتوليد 

پـروتئين پوششـي يكـي از    . كنـد  عمـل مـي   2در انتقال شتهكوفاكتور 
 3است كه با دخالـت يـك آسـپارتيك پروتئـاز    IV   ORFمحصولات
است كه توسـط  اي  چند وظيفهپروتئين يك  شود، اين پروتئاز توليد مي

ORF V ء يكـي از شـش   آسپاراتيك پروتئاز جز). 23( توليد مي شود
كـردن پـروتئين از    گروه آنزيم هاي پروتئازي است كه عمل آن تجزيه

ايـن آنـزيم داراي دو ناحيـه كـاملا     . باشـد  محل باندهاي پپتيدي مـي 
 pHدر ناحيـه فعـال خـود بـوده و عمومـا در       4حفاظت شده آسپارتات

در تشـكيل مـاتريكس پروتئينـي     ORF VI. باشـد  اسيدي فعال مـي 
علائـم   شميزباني و گستردامنه و تاثير بر سلولي  اندامك هاي درون

در ارتبــاط ســرولوژيك بســيار نزديــك بــا  CERV ).25( نقــش دارد
و از طريق انتقـال مكـانيكي،   ) 14،27(ويروس موزاييك گل كلم بوده 
 20 ،5 ،25( (Myzus persica) قلمــه و توســط شــته ســبز هلــو

  .تقال استقابل ان) 5(يا نيمه پايا ) 25(طريق ناپايا  هب)
هاي شاخه بريده در بـين پـنج گـل     ترين گل ميخك يكي از مهم

و تخمين زده شده كه سـطح   )18، 2، 30(مهم در دنيا محسوب شده 
). 18(هكتار در سرتاسر جهان باشـد   7000تا 6000زير كشت آن بين 

با توجه به سطح زيـر كشـت وسـيع ميخـك، اهميـت اقتصـادي آن،       
قوي ميخك خصوصا بر روي چنـد  خسارت شديد ويروس خراشك حل

لكولي اين ويروس در ايـران،  وو عدم شناسايي م )9، 26(حساس  رقم
بررسـي مولكـولي   بـه  در تحقيق حاضر ضمن تشخيص سـرولوژيكي،  

؛ يعنـي ژن  )24,25(حفاظت شده  در دو ناحيه نسبتاً CERVويروس 
  . است پرداختهپروتئين پوششي و ژن پرتئين حركتي ويروس 

  
  ش هامواد و رو

  ها با روش الايزا در نمونه ويروس رديابيبرداري و  نمونه
ــايي   ــراي شناس ــال   CERVب ــتان س ــاييز و زمس از  1388در پ

مشـهد،  (رضـوي   هـاي خراسـان   هاي ميخك و قرنفـل اسـتان   گلخانه
از گياهــان  )بجنـورد و شـيروان  (و شــمالي )نيشـابور، سـبزوار، چنـاران   

ا كه داراي علائمي نظيـر  ه ميخك، قرنفل و علف هاي هرز مجاور آن
 ـ    كلروزنقاط يا خطوط نكروز،  م بودنـد،  ، ابلقـي و يـا حتـي بـدون علائ

در شرايط خنك به آزمايشگاه منتقـل   ها نمونه. برداري انجام شد نمونه
هاي ميخك از دو تيـپ رشـدي    لازم به توضيح است كه نمونه. شدند

                                                            
1- Open reading frame, ORF 
2- Aphid transmission 
3- Aspartic protease 
4- Aspartate 

هاي  از ميخك استاندارد و اسپري بوده و در اين ميان تنها ارقام برخي
بودنـد كـه ايـن ارقـام تجـاري       مشـخص داراي تيپ رشدي استاندارد 

 Mondeo kgr ،Eskimo mogr®،Salamanca ®شـــامل

kgr®،® Tempo lvgr،® Farida lvgr ،Prado Aquila 

kgr®،® White charlotte lvgr ،Rendez-vous lvgr® ،
® Ivonne orange bogr و® Bright rendez-vous lvgr 

هاي انجام شده كه بر اساس مشاهده علائـم   برداري تعداد نمونه. بودند
جهـت بررسـي وجـود    . صورت گرفت، در مناطق مختلف متفاوت بـود 

 بـه روش  DAS-ELISAهـا آزمـون سـرولوژيكي     ويروس در نمونه
 CERVاي  با استفاده از آنتي سرم چند همسـانه  )6(5كلارك و آدامز

نتـايج بـر اسـاس    . نجام شـد ا )آلمان، DSMZ تهيه شده از موسسه(
تغيير رنگ حفرات با استفاده از دستگاه الايزا خـوان و در طـول مـوج    

با توجه به ميزان جذب عصـاره  . نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفتند 405
آسـتانه جـذب    x3و بـا اسـتفاده از فرمـول    ) كنترل منفي(برگ سالم 

ارقام بالاتر از اين مقدار به عنوان نمونـه  گياهان سالم تعيين گرديده و 
در ايـن  . آلوده مشخص و درصد آلودگي مناطق مختلف تعيين گرديـد 

  . ميانگين جذب شاهدهاي منفي مي باشد xفرمول 
  

  نگهداري و تكثير ويروس
زنـي مكـانيكي عصـاره     از مايـه  CERVجهت نگهداري و تكثير 

مولار بر روي گياهان  01/0ستفاده از بافر فسفات آلوده به ويروس با ا
 Saponaria vaccaria cv. Pink beauty  ،Silenمحـك  

armeria  ،Dianthus caryophyllus cv.Joker ) 

(Chiltern seeds- England  استفاده شد برگي 4-6مرحله در .  
  

ــنش      ــتفاده از واك ــا اس ــروس ب ــولي وي ــايي مولك شناس
  6اي پلي مراز زنجيره

 براي استخراج مثبت ارزيابي شدند ،هايي كه در آزمون الايزا مونهن

DNA استفاده قـرار گرفتنـد   مورد  )31( ش ژانگ و همكارانطبق رو .
نــانومتر توســط  280و  OD 260شــده در  اســتخراج DNAغلظــت 

تعيـين شـده و بهتـرين     )cole parmer-USA(دسـتگاه نـانودراپ   
در . اســتفاده شــد PCRاســتخراج شــده در واكــنش  DNAكيفيــت 

اي پلي مراز از جفت آغازگرهاي اختصاصي مبتنـي بـر    واكنش زنجيره
كننده پروتئين پوششـي و پـروتئين حركتـي     ترادف نوكلئوتيدي ژن كد

ويروس كه از روي ترادف جدايه هلنـدي ويـروس خراشـك حلقـوي     
) 25( ريخـي و همكـاران  توسـط  ) XO4658.1رس شـمار  ( ميخك

   ).1جدول (فاده گرديد طراحي شده بودند، است
  

                                                            
5- Clark and Adams 
6- Polymerase Chain Reaction 



  173      ...هاي هاي استان ويروس خراشك حلقوي ميخك در گلخانه رديابي

  
  توالي و موقعيت آغازگرهاي اختصاصي مورد استفاده -1جدول

-NCموقعيت قطعه تكثيري بر اساس  5'→3'ترادف آغازگر  جهت آغازگر

003498.1 

اندازه تقريبي قطعه 
bp)(  

MPU رفت  TCCCCCGGGGGAATGAATTCCTCTGTTGA 30-989  1000bp 
MPD برگشت  TCCCCCGGGGGATCATGATATATTGTTTA 

CPU رفت  TCCCCCGGGGGAATGAATAGAGAAGCTAT 1872 -3356  bp 1500 
CPD برگشت  TCCCCCGGGGGATCATTCCGATTCTTCAG 
  

ــا اســتفاده از كيــت   PCRآزمــون   AccuPower PCR)ب

PreMix Kit, Bioneer- South Korea) 25در حجـــم 
نـانوگرم در   250به غلظت  DNAميكروليتري شامل يك ميكروليتر 

 10، يــك ميكروليتــر از هريــك از آغازگرهــا بــه غلظــت  ميكروليتــر
 دمـايي  برنامـه . شدانجام  استريل ميكروليتر آب مقطر 17پيكومول و 

PCR وسـيله دسـتگاه ترموسـايكلر     هبBiometra )USA (  مطـابق
مربوط به هر دو PCR محصولات . گرفت صورت 3و 2جدول شماره 

 ـ درصـد 7/1 آگاروزژن ويروس در ژل  و بـا ولتـاژ    1X  TAEافردر ب
دقيقه الكتروفـورز گرديـد و آنگـاه پـس از      80به مدت ولت  75ثابت 
 5/0دقيقه در محلول اتيديوم برمايد به غلظت  10آميزي به مدت  رنگ

آميزي شده و سپس در آب مقطر به مدت  ميكروگرم بر ميلي ليتر رنگ
 UVژل بــر روي صــفحه  . شــدبــري انجــام   دقيقــه رنــگ  5

Transilluminator  بررسي و با دستگاه(Syngene- UK)Gel 

documentation برداري شد عكس .  
  

  نتايج و بحث
  بررسي ميزان آلودگي ويروس 

هـاي هـر دو اسـتان     هاي انجام شـده از گلخانـه   برداري طي نمونه
نمونه  6نمونه ميخك و  48(نمونه  54رضوي و شمالي، تعداد  خراسان
مون، آلوده به ويروس خراشـك حلقـوي   نمونه مورد آز 250از  )قرنفل

آلودگي به ويروس مذكور در هر دو اسـتان   .ميخك تشخيص داده شد
هاي الايـزا و پـي    با آزمون )ميخك و قرنفل(و بر روي هر دو ميزبان 

درصـد آلـودگي بـه ويـروس خراشـك      . مورد تاييد قرار گرفتسي آر 
راسـان  و در اسـتان خ  درصد 98/30حلقوي در استان خراسان رضوي 

تخمين  درصد 6/21و در مجموع در هر دو استان  درصد 25/9ي شمال
از اين ميان بيشترين و كمترين آلودگي به ترتيب مربـوط بـه   . زده شد

 درصـد  8/5و نيشابور با درصد  2/36هاي مشهد و چناران با  شهرستان
هـاي هـرز رشـد يافتـه در      جهت تعيـين دامنـه ميزبـاني از علـف     .بود

برداري  لوده ميخك كه داراي علائم ويروسي بودند، نمونههاي آ گلخانه
هاي هرز شامل پيچـك صـحرايي، پنيـرك، سـلمه      علف. انجام گرفت

تره، تاج خروس، كاهوي وحشي، ترشك و علف هفت بند بوده كه بـه  
، Convolvulaceae ،Malvaceaeهـاي   ترتيب مربوط به خانواده
Chenopodiaceae ،Amaranthaceae ،Asteraceae و

Polygonaceae هستند.  
  

  CPU/CPDبا استفاده از آغازگرهاي  PCR براي آزمونزمان و دماي لازم  -2جدول 
  تكرار سيكل  )بر حسب ثانيه(زمان دما مرحله رديف

  C94 120  1° واسرشت سازي اوليه 1
 Denaturing( °C94 30(واسرشت سازي 2

 Annealing( °C53 60(اتصال 3  34
  Extention( °C72 100(بسط 4
  C72 600  1° مرحله تكميل پليمريزاسيون 5

  

  MPU/MPDبا استفاده از آغازگرهاي  PCRزمان و دماي لازم به منظور انجام مراحل  -3جدول 
  تكرار سيكل  )بر حسب ثانيه(زمان دما مرحله رديف

  C94 120  1° واسرشت سازي اوليه 1
 Denaturing( °C94 30(واسرشت سازي 2

 Annealing( °C55 60(اتصال 3  37
  Extention( °C72 100(بسط 4
  C72 600  1° مرحله تكميل پليمريزاسيون 5

  



هاي هرز مـذكور، در آزمـون    نتايج نشان داد كه هيچ كدام از علف
) 14(الايزا مثبت ارزيابي نشدند، كه اين مسئله با نتايج هال و دانسون 

محـدود بـه    CERVدهد كه دامنـه ميزبـاني    ميمطابق بوده و نشان 
  .مي باشد) Caryophyllaceae(خانواده ميخكيان 
نمونـه   36هاي مورد بررسي ارقـام ميخـك تنهـا در     در بين نمونه

دليـل عـدم    مربوط به تيپ رشدي استاندارد مشخص شد، در بقيـه بـه  
ز برداري، رقم آن محر دار، عدم ظهور گل در زمان نمونه آگاهي گلخانه

برداري شده بيشترين آلودگي  ليكن در بين ارقام مختلف نمونه. نگرديد
بـود كـه در گلخانـه نيـز علائـم       Salamanca kgr ®مربوط به رقم

لازم . ظاهري آلودگي به ويروس در اين رقم بارزتر از ساير ارقـام بـود  
به ذكر است كه تا كنون مطالعه جـامعي بـر روي بررسـي حساسـيت     

صورت نگرفته و تنها طبـق بررسـي    CERVبه  ارقام تجاري ميخك
ترين رقم ميخـك بـه    به عنوان حساس "Joker"واريته  )9(هاكارت 
CERV  10(عنوان شده است.(  

در مورد علت پايين بودن آلودگي بـه ويـروس خراشـك حلقـوي     
توان از عواملي عواملي نظيـر نـوع    هاي شيروان مي ميخك در گلخانه

كه بر جمعيت شته ناقل ويروس مـوثر   )نهيدروپونيك يا مدر(گلخانه 
هاي مادري ميخـك نـام بـرد     باشد، ارقام ميخك و محل تهيه پايه مي

ترين فاكتورهاي موثر بر ميـزان آلـودگي، در كنـار شـرايط      كه از مهم
  .محيطي حاكم بر گلخانه مي باشند

  
  بررسي خصوصيات بيولوژيكي ويروس

مـولار   01/0ر فسفات با استفاده از باف CERVاز تلقيح مكانيكي 
 Saponaria vaccaria cv. Pinkبــر روي گياهــان محــك 

beauty ، Silen armeria ،Dianthus caryophyllus 

cv.Joker و Dianthus barbatus  كـه  ، برگـي  4-6مرحلـه  در
 3پـس از گذشـت   )28(جهت نگهداري و تكثير ويروس اسـتفاده شـد   

ده كه داراي علائم بودنـد،  هاي بالاتر از دو برگ تلقيح ش هفته از برگ
 از آغـازگر  بـا اسـتفاده   PCRو آلـودگي آنهـا در آزمـون     تهيـه نمونه 

  .شد محرز ،اختصاصي پروتئين پوششي
علائم ظاهر شده بر روي گياهان محك پس از تاييد آلـودگي بـا    

 ـ    Silenمحـك   گيـاه  كـه در  طـوري  هساير منابع مطابقـت داشـت، ب

armeria 14-10 ي با ويروس، علائم سيستميك روز پس از مايه زن
كلروز و نقاط زردرنگ، خصوصا در برگ هاي جوان مشـاهده   بصورت
در اثـر   )8(ج هاكـارت  ايـن مشـاهدات بـا نتـاي     نتايج حاصل از. گرديد

 )الـف  -1شـكل  (با ويروس ابلقي ميخـك   CERVآلودگي همزمان 
بر  )ب -1شكل ( سبزردظهور نقاط نكروز و همچنين . مطابقت داشت

پيچيـدگي   زني شده، همراه بـا  هاي مايه روي برگ هاي بالاتر از برگ
 Beauty در) ج -1شـكل  (هـاي تلقـيح شـده     دو برگ بالاتر از برگ

vaccaria cv.Pink Saponaria   نقـوش   ظهـور . مشـخص شـد

ــي كلر   ــا خط ــوي ي ــكوحلق ــك  تي ــاه نكروتي  Dianthusدر و گ

caryophyllus cv. Joker ) وصـيف شـده   با علائـم ت  )د -1شكل
مطابقـت   )11(و نيز هيـرون و لاوسـون   )12(هولينگ و استون  توسط
زنـي شـده    تمامي علائم ذكر شـده در منـابع در گياهـان مايـه    . داشت

مشــخص نگرديــد، مــثلاً ظهــور حلقــه هــاي قرمــز رنــگ در        
مشـاهده نشـد،    Saponaria vaccaria cv. Pink Beautyگياه
گـزارش شـده   )11( وسـون هيرون و لا طي تحقيقات همچنان كه زيرا

رنجـي از علائـم را نشـان     CERVاين گياه پس از آلودگي به است، 
هاي موضعي قرمز رنگ تنها در دماي  دهد و ظهور و گسترش لكه مي
-16لـوكس بـراي    22596و روشنايي فلورسنت گراد  سانتيدرجه  27
طوري كـه در درجـه حـرارت     هساعت در روز به وقوع مي پيوندد، ب 14

لوكس ايـن   30000و روشنايي فلورسنت گراد  سانتيدرجه  32بيش از 
چنـين شـرايطي در   از آنجا كـه تـامين   . شوند ميهاي قرمز ظاهر ن لكه

مشاهده علائم . اين تيپ علائم نيز ظاهر نشدندبود، لذا گلخانه ميسر ن
 ـ    دليـل تنـوع    همتنوع در اين گياه پس از آلـودگي ويروسـي، احتمـالا ب

. باشـد مي  1اه، شرايط محيطي و يا وقوع تنوعهاي ژنتيكي گي جمعيت
 بر روي گياهان محـك  علائم چنين ظهور اين توان نمي از سوي ديگر

دانست، بلكه احتمال آلـودگي همزمـان ايـن     CERVدليل  هتنها ب را
 خصوصــا بــا ويــروس ابلقــي ميخــكهــا  ويــروس بــا ســاير ويــروس

)Carnation mottle virus, CarMV(ر كه طو ، همانوجود دارد
 نشـان داد  هاكارت نيـز  ).29(عنوان شده است  2ناوارو -سانچز توسط

ميخك، در اثر آلودگي به اين دو ويروس، علائم  "Joker"واريته كه 
  .)9( را نشان مي دهد 3تشديد كننده

 Silen armeriaهمچنـــين اســـتفاده از گيـــاه محـــك     
بلنـد   يـك گيـاه روز  اه، گي ـكه، اين هايي دارد، از جمله اين  محدوديت

كه داراي مرحله رويشي نسبتا كوتاهي است و در طي ماه هـاي   است
شـود كـه    تابستان توليد ساقه گل دهنده مي نمايد و همين باعث مـي 
جانب از . مدت زمان حفظ ويروس در گلخانه روي اين گياه كوتاه باشد

نشان داد كه شناسايي و تكثيـر ويـروس    ديگر مشاهدات ما در گلخانه
اي دارد ، نسـبت بـه    با روزهاي كوتاه كه گياه رشـد كپـه   در ماه هايي

بـا   مشـاهدات تر است كه ايـن   هايي با روزهاي بلند، رضايت بخش ماه
  .منطبق است )9(هاكارت نتايج 

زني شـده   هاي مايه در مورد برخي نمونه DAS-ELISAآزمون 
ها  مربوط به همين نمونه PCRواكنش ، لذا در كافي نبودهبا ويروس، 

به اندازه  اي قطعه ،پروتئين پوششي اختصاصي ژن آغازگراستفاده از با 
رود كه در اثـر   احتمال مي )2شكل ( شدتكثير  جفت باز 1500 تقريبي

غلظـت  روشنايي،  شدتنبود يا تغيير شرايط مطلوب نظير دما و ميزان 
                                                            
1- Variation 
2- Sanchez- Navarro 
3- Synergism 
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حال آنكه در  بافت گياه كاهش يافته است، در زني پس از مايه ويروس
 ،)19(نسبت به الايزا داراي حساسيت بيشتري اسـت   كه PCRروش 

  . ويروس در گياه محك شناسايي شد
  

  واكنش زنجيره اي پلي مراز
به روش  CERVهاي آلوده به ويروس  از نمونه DNAاستخراج 

اسـتخراج   DNAبهتـرين كيفيـت   . انجام شد) 31( ژانگ و همكاران
ــده   ــين ش ــده تعي ــنش در و -OD260/280=1.7) 2(ش  PCRواك

 Totalاز آنجـا كـه در روش روش ژانـگ و همكـاران     . شـد  استفاده

DNA      آغازگرهـاي  از بافت گياه استخراج گرديـد، نشـان مـي دهـد
قـادر بـه    CERVبـراي   MPU/MPDو   CPU/CPDاختصاصي

صاره گياه آلوده بـوده و كـاملا اختصاصـي    شناسايي اين ويروس در ع
مشـابه در گيـاه   طوري كه باعث تكثيـر تـرادف هـاي     عمل كردند، به

اي در نمونه شاهد منفي، ايـن مطلـب را    عدم تكثير هيچ قطعه. نشدند
قطعـات   PCRبا اسـتفاده از ايـن آغازگرهـا در آزمـون     . كند تاييد مي

مربوط به پروتئين پوششي و پروتئين حركتي ويـروس بـه ترتيـب در    
قطعـات تكثيـر   . دست آمد جفت باز به 1000 و 1500 تقريبي محدوده
شـكل  ( يكسان بود) 25(ريخي و همكاران  اين روش با نتايج شده در

و توالي يابي ژن پروتئين پوششـي  تركلونينگ و  براي بررسي دقيق. )2
هـا بـا    خراسان و مقايسـه آن  جدايهچندين پروتئين حركتي ويروس از 

  .رسد ضروري به نظر ميهاي ثبت شده در بانك ژن،  توالي

  

  

  
  Silen armeriaهاي جوان در برگ قاط سبزردظهور ن: الف - 1شكل 

  Saponaria vaccaria cv. Pink Beauty در سبزرد ونقاط نكروز : ب - 1شكل 
  Saponaria vaccaria cv. Pink Beautyهاي تلقيح شده در  پيچيدگي دو برگ بالاتر از برگ: ج - 1شكل

  Dianthus caryophyllus cv. Jokerتيك در وخطي كلر ونقوش حلقوي  :د - 1شكل
  

1شكل - الف  

ب -  1شكل   

ج-1شكل  
د -  1شكل   
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و  MPU/MPDو   CPU/CPDيآغازگرها ده از جفتابا استف درصد7/1بر روي ژل آگارز  CERVويروس  PCR الكتروفورز محصول - 2شكل

 bp100، 2 ماركر -bp1000 ،1و  bp1500 تقريبي مشاهده باند مربوط به ژن پروتئين پوششي و پروتئين حركتي ويروس به ترتيب در محدوده
  شاهد منفي - 6ايزوله جدا شده از شيروان  -5 و3 دا شده از چنارانايزوله ج -  4و
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