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  یتشکر و قدردان
 

سپاس از یاور همیشه یارم، یاور همیشه یادم، مهربانی که هر چه داریم از اوست و سپاس از 
  .اشان نیاز راهم بوده استسرورانی که یاري

و جناب آقاي دکتر دکتر سعید نصراالله نژاد جناب آقاي  راهنمایم، اتیداز یاري و بزرگواري اس
شان هاي ارزشمند راهنمایی باکه در طی این تحقیق و تمامی مراحل تحصیلخواه   احمدياسداالله

میثم د مشاورم، جناب آقاي مهندس تاباسپاس از همراهی اس .همراهیم کردند بینهایت سپاسگذارم
داشتی بر من ارزانی داشتند، بزرگوارانی که در پناه  که علم و دانش خود را بی هیچ چشمتقی نسب

  .اشان سخترین لحظات این راه، شیرین ترین خاطراتم شد يیار
و نماینده محترم ابراهیمی   جناب آقاي دکتر و دکتر رهنمابا تشکر از داوران محترم جناب آقاي

.  ارزش نهادندبندهکه با حضورشان بر کار آذري  آهنیمجتبی دکتر  جناب آقاي تحصیلات تکمیلی
. اشان برایم افتخاري است گرانبهام گروه گیاهپزشکی که شاگرديمحتربا تشکر و قدردانی از اساتید 

مسئولین و جناب آقاي مهندس اسلامی قاي مهندس زاهدي با سپاس از تلاش و همفکري جناب آ
 دریغ نورزیدند، سخاوتمندي و یکه از هیچ کمکمحترم آزمایشگاه گیاهپزشکی و بیوتکنولوژي 

  .اشان منتی است ابدي بزرگواري
هاي تمامی دوستانی که در این مدت همیار من  ها و دلگرمی است مغتنم تا از محبتفرصتی 

ام تشکر و  اند، که در طول دوره تحصیلی کارشناسی ارشد افتخار آشنایی با ایشان را داشته بوده
  .ماز خداوند منان سربلندي و بهروزي ایشان را در تمام مراحل زندگی خواستار. قدردانی نمایم

اشان یعنی وجود م که وجود نازنینانو برادر ام، پدرم، مادرمو سرانجام سپاس و درود به خانواده
بوسم و از دانم که بهترین هستند، دوستشان دارم، دستشان را میمن و بودنشان یعنی بودن من، می

  .کنم خداوند مهرپیشه سلامتی و سربلندي ایشان را طلب می
  

  



  چکیده
ƽويروبيمار ƽبرخوردارندها ƽسي توتون به دليل تاثير بر کيفيت و کميت محصول، از اهميت بسيار .

زميني هاƽ توتون که از پراکنش جهاني برخوردار است، ويروس واƽ سيبيکي از مهمترين ويروس
)Potato virus Y, PVY (اين ويروس از جنس . باشدميPotyvirus و خانواده Potyviridae با پيکره 

به منظور بررسي پراکندگي مکاني و تعيين موقعيت . باشد  تک لا و مثبت ميRNA و ژنوم ايزومتريک
 نمونه از مزارع توتون نواحي مينودشت، ۱۸۲ تعداد ۱۳۸۹، در تابستان PVYهاƽ تاکسونوميکي جدايه

 بوسيله DAS-ELISAها با آزمون  آلودگي نمونه. آورƽ گرديد آباد و قرق استان گلستان جمع آباد، فاضل علي
به منظور شناسايي .  بودندPVY نمونه آلوده به ۹۰تعداد . اƽ مورد بررسي قرار گرفتسرم چند همسانه آتني

هايي که در آزمون الايزا مثبت ارزيابي شدند، بر روƽ گياهان علايم هر جدايه، عصاره تعدادƽ از نمونه
 ،) و موزائيکتيک روƽ برگايجاد نقاط نکرو (Nicotiana.tabacum cv.samsunآزمون شامل 
N.Whiteburley )موزائيک( ،N.glutinosa )موزائيک و ايجاد نقاط کلروتيک(، N.rustica )نکروز رگبرگ( ،

Chenopodium amaranticolor ) تيکنکروايجاد نقاط( ،Physalis floridana)  رگبرگ روشني و ايجاد نقاط
 RNX-Plus ويروس با استفاده از کيت RNA. ي شدندمايه زن) رگبرگ روشني( Datura metel و )کلروتيک

 رونويسي معکوس گرديد و با يک جفت آغازگر dT بوسيله آغازگر اليگو cDNAاستخراج و براƽ ساخت 
بعد از تأييد بر روƽ ژل .  تکثير شدRT-PCR طراحي شده بود، در واکنش CP که در ناحيه PVYاختصاصي 

.  مورد انتظار، ايجاد باند نمودندbp۱۰۰۰ در محدوده PVY آلوده به هاƽدر الکتروفورز، نمونه% ۱آگارز 
 ۳۰ نوکلئوتيد همراه با ۸۵۰هاƽ بدست آمده به طوليابي شد و ترادف  بطور مستقيم ترادفPCRمحصول 

 و ClastalXسازƽ چندگانه و آناليز فيلوژنتيک با  همرديف.  مقايسه شدندGenBankترادف انتخاب شده از 
BLAST افزار نرم درBioEdit  انجام و درخت فيلوژنتيک به روشmaximum parsimonyترسيم گرديد  .

آباد  هاƽ علي گروه قرار مي گيرند و جدايه۴ از تمام دنيا در PVYهاƽ آناليز فيلوژنتيک نشان داد که جدايه
و جدايه مينودشت همراه با هاƽ اسپانيا، ايتاليا و بوشهر در يک گروه آباد از ايران همراه با جدايه و فاضل

فواصل ژنتيکي بين و داخل گروهي نتايج . گيرند هاƽ هلند، ويتنام و تايوان در گروه ديگر قرار ميجدايه
  .آناليز فيلوژنتيکي را تأييد نمودند

  
 RT-PCR، داس الايزا، آناليز فيلوژنتيک،  PVYتوتون، ويروس: هاƽ کليدƽواژه
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  1                          استان گلستانهاي مولکولی در مزارع توتون  زمینی به روش شناسایی و تعیین نژادهاي ویروس واي سیب
 

  

  ઔधل اول

یات کൎقدଓ و ग़  
  



  و کلیاتمقدمه/             فصل اول                                                                                                              2
  

هستند ) نوري(لی هاي معمو ها موجوداتی بسیار کوچک و غیر قابل رویت با میکروسکوپویروس
ها جدا شده و  سال قبل، اولین ویروس50حدود . یابند هاي زنده تکثیر میکه تنها در سلول

هاي همزمان، بحث. بودندر دار گیاهان هاي واگی آنها ویروس. خصوصیات شیمیایی آنها تعیین گردید
 سال اخیر، 30در خلال . زیادي در خصوص تعلق این عوامل به دنیاي زنده یا غیر زنده مطرح گردید

ها  مشخص شده است که ویروسلی، کاملاًشناسی مولکو هاي زیست به کمک کاربرد مفاهیم و روش
 بسیار کوچکی هستند که داراي هاي اجباريها، انگلدر واقع ویروس. باشند ان زنده میقسمتی از جه

وانند جهش یافته و تکامل یابند ت هاي سلولی میها مانند ژناین ژن. باشند ک تا چند صد ژن میی
زاي هاي ویروسی بیماريجزو مهمترین گروه Potyviridaeخانواده ). 1381پوررحیم و همکاران، (

به  PVY(2( زمینیسیبواي ویروس،1هامیان پوتی ویروس در. است هابزرگترین آن و یکی از گیاهی
گردد، به  و فلفل محسوب می، گوجه فرنگی توتون، سیب زمینیمارگرهايیکی از مخربترین بیعنوان 
و و یش(درصد گزارش شده است  100  تا80بین  کاهش محصول توتون ،که در برخی موارد طوري
تولید نی موجب کاهش کمی و کیفی زمیسیبآلودگی به ویروس واي). 1990 هوکر، ؛1991 ،لوکاس

هاي تحقیقاتی در هاي اخیر بیشترین فعالیتدر سال). 1983 لاتور، ؛1971سیورت، (گردد توتون می
، هاي کلاسیک ژنتیکیهاي ایمن یا مقاوم با روشهاي ویروسی شامل اصلاح رقمزمینه کنترل بیماري

یادي عاري از دهاي رویشی ازید بذور و اندامهاي مختلف، تولراهبردکنترل ناقلین با استفاده از 
مقاومت در  و موجب بروز هستندهاي ویروسی  که حامل ژن استویروس و تولید گیاهان تراژنی

هاي توتون، اقدام ترین راه کنترل ویروسعملی). 1381 ، و همکارانپوررحیم( گردندبرابر ویروس می
 وجود  ناقل همویروس وهم  در مناطقی که توتونکاشت ارقام حساس . به کاشت ارقام مقاوم است

یروسی است هاي وهاي مدیریت و سازماندهی کنترل بیماريدارند، چالشی در تهیه و تدوین راهبرد
 ژنتیکی در بین گیاهان یک گونه در تنوع وجود ،نژاديبهاساس هر انتخاب یا برنامه ). 1379، دانش(

هاي گیاهی که اهمیت اقتصادي  بسیاري از ویروسواکنش به یک ویروس خاص است و در مورد
  ).1382 ،جعفرپور(مورد استفاده قرار گیرد تواند  می،دارند
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   توتون- 1-1
   تاریخچه توتون-1-1-1

هاي این گیاه وردهراعت توتون و استفاده از فرآز. رسد  سال پیش می3000 کشت توتون به يسابقه
که کریستف  هنگامی میلادي 1542در سال . رزان ناشناخته بودکشاوتا قبل از کشف قاره آمریکا براي 

 این گیاه توسط .کردندمیآنجا از این گیاه استفاده ، مشاهده نمود که بومیان  رسیدبه این قارهب کلم
 ،ت گرفتری که کشت این گیاه در آنجا صورده شد و اولین کشور اروپایکاشفین آمریکا به اروپا ب

انزدهم میلادي شخصی به نام نیکوت مقداري توتون و بذر این گیاه را از پایتخت در قرن پ. پرتغال بود
چون این گیاه مورد علاقه ملکه قرار گرفت نام . پرتغال به فرانسه آورد و به ملکه فرانسه هدیه نمود

د توتون پس از ورو.  آن نیکوتین نامگذاري شد پاس خدمات نیکوت، نیکوتیانا و آلکالوئیداین گیاه به
یگارت مورد  سيکار رفت و به تدریج، برگ آن براي تهیهه هاي پوستی ببه اروپا براي درمان بیماري

  ).1368، خدابنده (شددر ایران بذر توتون در زمان صفویه از بنادر جنوب وارد . استفاده قرار گرفت
  
  شناسیگیاه -1-1-2

 یا Virginian tobacooی و با نام انگلیس) Nicotiana tabacum(با نام علمی توتون 
Tobacoo ،بادمجانیانيتیرهساله و متعلق به گیاهی یک  Solanaceaeتعدادي از محققان . باشد می

گیاه دورگی است که از آمیزش گونه سیلوستریس و توفتوزا و یا از آمیزش  N.tabacumمعتقدند 
آذین  شرایط مزرعه و بدون گلرارتفاع بوته د. گونه میلوستریس با تومنتوزیفوریس بوجود آمده است

طول دوره رشد گیاه در زمین اصلی و براي . رسد متر می2 بیش از بهآذین  متر و همراه با گل5/1 به
این گیاه . باشد ماه می5 تا 3 و معمولاً ردرایط تولید برگ بستگی زیادي دا و ش به نوع رقم،رگتولید ب

عمق توسعه ریشه . گردد میشعابات جانبی زیادي تولیدن انداراي یک ریشه اصلی عمیق است که از آ
 در  رابوتهتواند رغم سطحی بودن گسترش، ریشه میعلی. کندمتر تجاوز می سانتی60به ندرت از 

هاي کوتاه است که توسط گرهاي راست با میانتوتون داراي ساقه. دارد نگهمقابل بادهاي شدید 
 بدون بریدگی و بدون دمبرگ، ،ساده، هاي این گیاه برگ. ستهاي ترشحی و لزج پوشیده شده ا کرك

  مواد مخدر رنگ سبز روشن، شکننده، با بويهسی کشیده، بأ طویل، با ناحیه ر وبزرگ و بیضی شکل
برگ در ارقام مختلف از نظر . گیرند میو با آرایش مارپیچی روي ساقه قرار د نهستتند   مواد تلخ وو
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و است اي آذین توتون خوشهگل. کندها فرق میري و برجستگی رگبرگبافت ظاهاندازه، ضخامت، 
قیفی (هم پیوسته   گلبرگ به5 کاسبرگ، 5 هستند، از ها که به رنگ سفید، صورتی، قرمز و زردگل

افشانی و توتون به دلیل همزمانی گرده. انداي تشکیل شده  پرچم و یک مادگی دو برچه5، )شکل
 ،میوه این گیاه. گشن استافت دانه گرده و عدم وجود موانع ژنتیکی، خودآمادگی کلاله براي دری

مهمترین مواد .  که توسط کاسه گل احاطه شده استباشدمیاي و تخم مرغی شکل برچهکپسولی دو
ها، مواد رنگی و  دهنده برگ توتون عبارتند از ترکیبات ازت دار، کربوهیدرات، اسید آلی، تانن تشکیل

مهمترین آلکالوئیدهاي توتون شامل نورنیکوتین، آنابازین، نیکوتئینم و از همه مهمتر . اسانس است
. این مواد موثره در ریشه ساخته شده و به برگ منتقل می گردد و در آن ذخیره می شود. نیکوتین است

  ).1383پور،  خواجه ( درصد است3 تا 7که مقدار آن بین 
  

  
  

  .)2000 نام،بی (دهدها را نشان میها و گلبرگن که شکل  مشخصات ظاهري گیاه توتو.1-1شکل 
  
   آب و هوایینیاز -1-1-3

از . گردددوست محسوب می گیاهی گرما، لحاظباشد و بدین میگرمسیرنیمهنشا توتون نواحی م
 شود، امکان کشت آن در مناطقیري میآنجایی که بخش قابل توجهی از دوران رشد گیاه در خزانه سپ

طی این در با دماي بالا و رطوبت کافی ) جهت رشد در زمین اصلی( روز بدون یخبندان 140اقل با حد
.  محیط باز انجام گیردکاشت بذر توتون ممکن است در گلخانه، شاسی سرد و یا .دوران، وجود دارد

 7 بین بذر در این شرایط. باشدگراد می درجه سانتی23 تا 18 براي سبز شدن بذر توتون دماي مناسب
 هفته، در شاسی 8تا  6به اي طول دوران رشد در خزانه در شرایط گلخانه. گردد روز سبز می12تا 


