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توانند عملکرد را کاهش دهند، شود که میهای مختلفی آلوده میوسيله ويروس زمينی بهسيب

. های مهم اين محصول است به لحاظ اقتصادی يکی از ويروس( PVX)زمينی  سيب Xويروس 

 وجود ويروس اين تشخيص جهت مولکولی و سرولوژيکی های آزمون های متعددی شاملروش

هدف از اين پژوهش،  .ای هستندبزارهای پيچيدهبر بوده و نيازمند اها زماندارند، اما اين روش

 های نمونه. بود IC-RT-LAMP با استفاده از روش PVXنياز جهت تشخيص  کاهش زمان مورد

آوری و  جمع کردستان استان سطح از زمينیسيب X ويروس به مشابه علايم با (نمونه 05)برگی 

صورت يک  به IC-RT-LAMP واکنش .کارگرفته شدند هب( DAS-ELISA)برای آزمون سرولوژيکی 

وسيله الکتروفورز  دما انجام شد و نتايج به، تحت شرايط هم(RNAبدون نياز به استخراج )ای مرحله

نتيجه مثبت استفاده از رنگ . ارزيابی شد( HNB)بلو نفتولبر روی ژل آگارز و رنگ هيدروکسی

HNB مزايای روش از. تغيير رنگ مخلوط واکنش از بنفش به آبی آسمانی بود IC-RT-LAMP در 

 اختصاصيت بالا، حساسيت بالا، سرعت بالا، کارآيی بالا، به توان می پيشين های روش ساير با مقايسه

، عدم نياز به RNAهزينه جهت تکثير، عدم نياز به استخراج  ايمنی، سهولت، عدم نياز به تجهيزات پر

 .کرد اشاره آن دوستی و کاربر ایکارهای تشخيصی بعد از تکثير، تشخيص مشاهده
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، (.Solanum tuberosum L) زمینیدر بین گیاهان دو لپه، سیب

در حال حاضر پس از گندم،  بوده که ترین محصول زراعی مهم

 Neiderhauser)دارد  برنج و ذرت در مرتبه چهارم جهانی قرار

 سطح 2312طبق آخرین آمار سازمان فائو تا سال (. 1993

 2793هزار هکتار، تولید آن  163 ان،زمینی در ایرزیرکشت سیب

تن در هکتار بوده است  9/25هزار تن و متوسط عملکرد 

(http://www.fao.org .)زمینی مورد تهدید عوامل  سیب

طوری که  ها قرار دارد بهزای متعددی از جمله ویروس بیماری

 X ویروس. کنند ارد میسالانه خسارت زیادی به این محصول و

های دیگری از  که با نام (Potato virus X; PVX)زمینی سیب

 سالم، زمینی سیب ابلقی، ویروس مخفی، ویروس ویروس جمله

زمینی  سیب جدید خطی ویروس رگبرگ و بین موزائیك ویروس

و خانواده  Potexvirusاست، به جنس  نیز شناخته شده

Potyviridae  تعلق دارد(Nienhaus and Stille 1965; 

Sonenberg et al. 1978 .) پیکره این ویروس نخی شکل خمش

ای خطی با  سنس پیام رسان تك رشته RNAپذیر و ژنوم آن یك 

نانومتر است که شامل سه قسمت  12در  993اندازه ذرات حدود 

باشد  می( ORF)و پنج چارچوب باز خواندن  Aپلی ، دم5ʹ سر

(Huisman et al. 1988 .)بر کسی  گسترش جهانی این ویروس

همراه دیگر  پوشیده نیست و در اغلب کشورهای دنیا به

در ایران نیز از اکثر . است مشاهده شدهزمینی های سیب ویروس

های خراسان و اردبیل گزارش شده خصوص استان مناطق کشور به

آلودگی به این  علایم(. Fateri Rezvani et al. 2016)است 

است و  متغیر ویروس نژاد و زمینیسیب رقم حسب ویروس بر

 Jeong)است  درصد گزارش شده 93تا  13میزان خسارت نیز بین 

et al. 2015). 16گونه متعلق به  223زا بیش از عامل بیماری 

ها متعلق به خانواده  کند که اکثر آنخانواده گیاهی را آلوده می

 ;Chapman et al. 1992)باشند می( Solanaceae)سولاناسه 

Boonham et al. 2002 .)عصاره وسیله به آسانی این ویروس به 

برش، تماس  چاقوی ها، رگب یا ها غده از شده استخراج آلوده

 قارچ وسیله اسپورهای به و نیز سمپاشی و زراعی مکانیکی، وسایل

و ( Synchyrium endobioticum) زمینی سیب زگیل بیماری عامل

یابد  می انتقال( Cuscuta campestris) سس بذور حقیقی گیاه

(Nienhaus and Stille 1965; Sonenberg et al. 1978 .)

های پوشش پروتئین، اند با استفاده از بیان ژننستهپژوهشگران توا

زمینی مقاومت خوبی را در این ویروس در سیب P25رپلیکاز و 

 .Longstaff et al. 1993; Ares et al)برابر این بیماری ایجاد کنند 

1998; Bai et al. 2009 .) اخیراً تحقیقاتی برای ایجاد مقاومت به

است که سبب  انجام شده RNA silencingویروس از طریق 

شود ویروس و ممانعت از همانندسازی آن می RNAتجزیه 

(Duan et al. 2012.) 

 های گذشته، پژوهشگران در تشخیص بیماری دهه چند طول در

بر بودن  هایی از جمله زمانچالش ها، با ویروس از ناشی عفونی

 از ای گسترده طیف به ابتلا خطر چنین هم کشت میکروب و

های نوین بر پایه ها مواجه بودند که سبب پیدایش روشریبیما

 .Notomi et al. 2000; Moradi et al)تکثیر اسیدنوکلئیك شد 

2012; Hosseini et al. 2014.) (2000) Notomi et al.  و

دمای تکثیر همجدیدی را با نام روش  2333همکارانش در سال 

 ;Loop-mediated Isothermal Amplification)وابسته به حلقه 

LAMP ) به دنیای مولکولی معرفی کردند که در آن اسیدنوکلئیك

به مدت یك ساعت یا کمتر با ( دمای ثابت)دما تحت شرایط هم

علت سادگی، سرعت،  به. یافتاستفاده از چهار آغازگر تکثیر 

طور  ، بهاین روش فرد کارآیی بالا و اختصاصیت منحصربه

وهشگران علوم زیستی قرار گرفت و هم مورد توجه پژای گسترده

 است Eiken ژاپنی امتیاز آن در اختیار شرکتاکنون 

(Haghnazari et al. 2011) . اگرچه روشLAMP  در ایران و

 Potatoزمینی مانندهای مهم سیبجهان برای شناسایی ویروس

leafroll virus  (PLRV( )Ahmadi et al. 2012) ، Potato virus 

Y (PVY( )Almasi and Dehadadi 2013 ) وPotato virus X 
(PVX( )Jeong et al. 2015) است؛ اما از آنجایی  کار گرفته شده به

 IC-RT-LAMP (Immunocaptureکه تاکنون کارآیی روش 

reverse transcription LAMP ) در شناسایی ویروسPVX 

در این پژوهش برای اولین بار ارزیابی این  است، بررسی نشده

بلو نفتولای با رنگ هیدروکسی بر پایه تشخیص مشاهده روش

(HNB )انجام شد.  
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-59هایی که از اواخر فصل تابستان سال زراعی برداریدر نمونه

کاری استان کردستان صورت گرفت، از سطح مزارع سیب 1052

ل نمونه برگی از گیاهان با علایم آلودگی ویروسی شام 93تعداد 

نکروز، موزاییك، زردی و ابلقی انتخاب و به آزمایشگاه منتقل 

طور جداگانه و با ذکر  های پلاستیکی بهها در کیسهنمونه. شد

های سرولوژیکی و برداری جهت انجام آزمونشماره و محل نمونه

مولکولی تمیز و قطعه قطعه شد و در دمای چهار درجه 

 IC-RT-LAMPکه آزمون  از آنجایی. گراد نگهداری شدند سانتی

بوده و در  RT-LAMPو ( ELISA)ترکیب از دو روش الایزا 

منظور  شود؛ در اینجا بهمرحله اول به مانند آزمون الایزا انجام می

ها، در ابتدا مقایسه هر دو روش و بررسی وجود آلودگی در نمونه

 PVXای سرم چندهمسانهبا استفاده از آنتیآزمون الایزا 

(Bioreba, Suisse, No.110415, No.110421)  و بر اساس روش

صورت ساندویچ دو طرفه  به Clark and Adam (1977) توصیفی

از گرم  1/3 در ابتدا مقدار. انجام شد( DAS-ELISA)بادی آنتی

گیری،   لیتر بافر عصاره برگی در هاون چینی با یك میلینمونه 

صیه شده موردنظر به نسبت تو IgG سپس .شد گیری عصاره

در بافر پوششی رقیق و مقدار ( 1333/1)توسط کمپانی سازنده 

پلیت به . های پلیت ریخته شد آن در چاهكاز میکرولیتر  133

گراد  درجه سانتی 07 گرمخانه در دمایمدت چهار ساعت در 

( هر بار به مدت سه دقیقه)تخلیه و سه بار  آن پس از و نگهداری

 133 ز خشك کردن کامل پلیت،پس ا. با بافر شستشو شسته شد

 ,Bioreba, Suisse) های شاهد مثبت همیکرولیتر از نمون

No.110453) ،شاهد منفی (Bioreba, Suisse, No.180043)  و

. ا ریخته شده  در چاهك های از قبل تهیه شده های نمونه عصاره

ها،  منظور جلوگیری از تبخیر در نمونه لازم به ذکر است به

ی پلیت با آب استریل پر شد و روی پلیت با های حواش چاهك

پلیت موردنظر به مدت یك . پوشش پلاستیکی استریل پوشیده شد

روز بعد پلیت . گراد قرار گرفت چهار درجه سانتی دمای شب در

به روش ذکر شده در قبل شسته و این بار پس از خشك کردن 

صل شده ای مت بادی چندهمسانه میکرولیتر از آنتی 133کامل پلیت، 

به   Conjugateبه آنزیم آلکالین فسفاتاز رقیق شده در بافر

ها اضافه و پس از آن پلیت به مدت چهار ساعت در دمای  چاهك

پس از شستشو و . قرار داده شد گرمخانهگراد در  درجه سانتی 07

گرم پارانیتروفنیل فسفات را  میلی 9/6 مقدار ،خشك کردن پلیت

لیتر بافر  میلی 9/6 در ن فسفاتاز استکه سوبسترای آنزیم آلکالی

میکرولیتر از آن به هر چاهك  133سوبسترا حل کرده و به اندازه 

 گرمخانه و در دمایبرای مشاهده تغییر رنگ پلیت در . اضافه شد

دقیقه  29الی  03پس از گذشت . گراد قرار گرفت درجه سانتی 07

 .ده شدا با چشم غیرمسلح بررسی و مشاهه  تغییر رنگ چاهك

بر اساس ژن  های مولکولی آزمونطراحی آغازگرها جهت انجام 

 با شماره شناسایی)ویروس موردنظر  (CP)پوشش پروتئینی 

Genbank: GQ496608.1 )برخط  افزار با استفاده از نرم و

PrimerExplorer V5 گرفت  صورت

(https://primerexplorer.jp/e .) مشخصات آغازگرهای  1جدول

طور که مشاهده  همان .دهد را نشان می PVXبرای  طراحی شده

ای از چهار آغازگر که شش ناحیه از ژن هدف را  د مجموعهشو می

این . فعالیت دارند IC-RT-LAMPکنند، در واکنش  شناسایی می

پسرو  و( FIP)پیشرو  دو آغازگر داخلی آغازگرها عبارتند از

(BIP ) پیشرو  دو آغازگر خارجینیز و(F3 ) و پسرو(B3 ) که در

، (TTTT) آغازگرهای داخلی یك دنباله چهار نوکلئوتیدی

و  B2و آغازگرهای ( FIPدر آغازگر )  F1cو  F2آغازگرهای 

B1c ( در آغازگرBIP )کند هم متصل می را به. 

 
 PVXآغازگرهای طراحی شده برای تکثیر ژن پوشش پروتئین ویروس  -1جدول 

 0׳به  9׳توالی  آغازگر طول موقعیت بر روی ژن نام آغازگر

F3 172-181 20 nt AGATTGAGGCTATCTGGAAG 

B3 364-383 20 nt ATGCAAAATTGCCTAAGAGA 

FIP (F1c and F2) 245-262 and 205-226 44 nt 
CGCAGTGTCTGACTAAGTTTTTATGAAGGTG

CCCACAGACACTA 

BIP (B1c and B2) 286-305 and 317-338 46 nt 
ACAGAAATGATAGACACAGGTTTTAGTCTG

GCTCTGCTGATGCCGT 

  ها مواد و روش
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 PVX ویروس تشخیص در IC-RT-LAMPدو آزمون الایزا و  مقایسه -2 جدول

 زمان کاربر دوستی هزینه نیاز به الکتروفورز ایمنی روش تشخیص آزمون

 دو الی سه روز متوسط متوسط ندارد بالا (تغییر رنگ)مشاهده  الایزا

IC-RT-LAMP  (2مرحله )دقیقه  53(+ 1مرحله )یك روز  بسیار زیاد متوسط ردندا بالا (تغییر رنگ)مشاهده 

IC-RT-LAMP زیاد بالا دارد کم الکتروفورز 
+ (2 مرحله) دقیقه 53(+ 1 مرحله) روز یك

 (الکتروفورز)دقیقه  63

 

و ( ELISA)ترکیبی از دو روش الایزا  IC-RT-LAMPآزمون 

RT-LAMP کلئیك است که در آن نیازی به استخراج اسیدنو

(RNA )در . این آزمون شامل دو مرحله اصلی است. باشدنمی

 IgG میکرولیتر 133مقدار  مرحله اول مانند روش الایزا، ابتدا

به مدت چهار ساعت در اضافه و های پلیت  موردنظر به چاهك

پس از . شد گراد نگهداری درجه سانتی 07 گرمخانه در دمای

های  هیکرولیتر از نمونم 133 شستشو و خشك کردن کامل پلیت،

آوری شده  های جمع های نمونه و عصاره شاهد منفی، شاهد مثبت

 پلیت موردنظر به مدت یك شب در. ا ریخته شده  در چاهك

روز )در مرحله دوم . گراد قرار گرفت چهار درجه سانتی دمای

و این بار پس از خشك کردن کامل،  شده پلیت شسته (بعد

 30/3میکرولیتر حاوی  133نهایی مخلوطی از مواد در حجم 

 DDT ،32/3مولار  میلی 39/3، (سیناژن، ایران) dNTPمولار  میلی

 RNasin (Fermentas, USA, No.EO0381) ،9/3مولار  میلی

پلیمراز  AMV RTواحد آنزیم  Buffer RT ،2 (5X) مولار میلی

(Fermentas, USA, No.EP0641) ،36/3 آغازگر مولار  میلیFIP ،

 F3 ،32/3آغازگر مولار  میلی BIP ،32/3آغازگر مولار  میلی 36/3

 مولار میلی 39/3 ،مولار بتایین میلی B3 ،39/3آغازگر مولار  میلی

MgSO4، 1/3 مولار رنگ  میلیHNB (Lemongreen, China)، 

  Bst DNAآنزیمواحد  2 و Buffer Bst(10X) مولار میلی 1/3

در به پلیت اضافه شد و ( New England Biolabs UK)پلیمراز 

در یك بلوک دقیقه  53گراد به مدت  درجه سانتی 62دمای 

به محض اتمام واکنش  .حرارتی جهت انجام واکنش قرار داده شد

 پنجچنین  هم .دشحاصل از واکنش مثبت مشاهده  تغییر رنگ

با  درصد الکتروفورز و یكمحصول در ژل آگارز میکرولیتر از 

 Bio-Doc (Biometraمدل  Gel documentationدستگاه 

Germany) منظور مقایسه و ارزیابی حساسیت دو  به. شد بررسی

از ( 131تا  1313از )هایی  ، رقتIC-RT-LAMPآزمون الایزا و 

های مثبت تشخیص داده شده، تهیه شد و  عصاره یکی از نمونه

منظور تعیین  چنین به هم. بر اساس آن انجام شد ها آزمون

های مذکور، هر دو آزمون با استفاده از  شاختصاصیت رو

 PLRV(Almasi et al. 2012b) ،PVY (Almasi های  ویروس

and Dehadadi 2013 ) وTYLCV (Almasi et al. 2013 ) نیز

 .انجام شدند

آوری شده از مزارع  های جمع در آزمون الایزا، آلودگی نمونه

. رد تأیید قرار گرفتمو PVXزمینی استان کردستان به  سیب

ها نشان دهنده غلظت  با توجه به رنگ نمونه چشمیات مشاهد

علت وضوح بالای تغییر رنگ،  به بود و ها آن در بالای ویروس

نتایج . نبود ELISA Readerنیازی به استفاده از دستگاه  عملاً

آوری شده نشان داد  های جمع بر روی نمونه DAS-ELISAآزمون 

به این ( درصد 12)نمونه  6آوری شده تعداد  جمع نمونه 93که از 

ای که از قبل اختصاص  ویروس آلوده بودند که بر اساس شماره

، (از شهر قروه) PVX11و  PVX9های  داده شده بود با نام

PVX19 (از شهر سنندج) ،PVX26 ،PVX36  وPVX47 ( از شهر

ترش این نتایج نشان از گس .(a1شکل ) گذاری شدند نام( دهگلان

ویروس در سطح استان در چند سال گذشته دارد و یکی از علل 

های بذری آلوده به ویروس توسط کشاورزان  آن استفاده از غده

بعد از طراحی آغازگرها که موقعیت قرارگیری . باشد منطقه می

است، اقدام به  نشان داده شده b1ها بر روی ژن هدف در شکل  آن

واکنش مثبت با مشاهده تغییر  شد و IC-RT-LAMPانجام واکنش 

نتایج پژوهش  (.c1شکل )رنگ از بنفش به آبی آسمانی تأیید شد 

، HNBای با استفاده از رنگ  حاضر نشان داد که تشخیص مشاهده

  نتایج و بحث
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مانند ژل داک و )های گران قیمت  نیاز به استفاده از دستگاه

کند  را حذف می( اتیدیوم بروماید)و مواد خطرناک ( الکتروفورز

جویی در هزینه و  خود این مسئله سبب ایمنی، سهولت، صرفه که

شود که با نتایج مشابه سایر پژوهشگران مطابقت دارد  زمان می

(Ahmadi et al. 2012 .)چنین با بردن محصول واکنش بر روی  هم

درصد و الکتروفورز آن، الگوی نردبانی شکلی دیده  1ژل آگارز 

شکل )های مختلف است  دازهشد که ناشی از تولید قطعات با ان

d1 .)نمونه مثبت شناسایی  6خلاف آزمون الایزا که در آن فقط  بر

نمونه دیگر  2آوری شده  های جمع شد، در این روش از بین نمونه

نیز شناسایی شد ( از شهر دهگلان) PVX44و  PVX22های با نام

-IC-RTتر روش  دهنده حساسیت بیش که نشان( درصد 16)

LAMP چنان که نتایج دیگر  هم. ایسه با آزمون الایزا بوددر مق

دهد، دلیل این امر ناشی از ترکیب نمودن  پژوهشگران نیز نشان می

مندی از مزایای هر دو روش و در نتیجه بالا بردن میزان  و بهره

 Almasi et al. 2012a; Almasi and Almasi) باشد حساسیت می

بی دو روش انجام شده در نتایج مقایسه و ارزیا 2جدول (. 2016

علاوه بر این نتایج آزمون . دهد را نشان می PVXتشخیص 

های مختلف از عصاره نمونه  حساسیت با استفاده از تهیه رقت

تر از  برابر حساس IC-RT-LAMP ،13مثبت نشان داد که روش 

، با این وجود هر دو روش در (a2شکل )روش الایزا است 

کنند و اختصاصیت  ی عمل میصورت اختصاص به PVXتشخیص 

 (. b2شکل )صددرصدی دارند 

 

 
نتایج حاصل از ( ، ج(پوشش پروتئین)موقعیت قرارگیری آغازگرهای طراحی شده بر روی ژن هدف ( ای آزمون الایزا، ب نتایج حاصل از تشخیص مشاهده( الف -1شکل

: ترتیب به 9Fو  3D ،3F ،5B ،5E ،6C ،7G ،9Cهای  چاهك. IC-RT-LAMPواکنش  نتایج حاصل از الکتروفورز( ، دIC-RT-LAMPای واکنش  تشخیص مشاهده

نمونه : Nو خط  7Eنمونه شاهد مثبت، چاهك : Pو خط  10D، چاهك PVX47و  PVX9 ،PVX11 ،PVX19 ،PVX22 ،PVX26 ،PVX36 ،PVX44های  نمونه

نتایج مقایسه اختصاصیت ( ی، (131تا  1313از )های مختلف  های مختلف در رقت سیت آزموننتایج مقایسه حسا( هستند، ه bp133مارکر : Mچنین خط  شاهد منفی و هم

 .PVXو  PLRV ،PVY ،TYLCVهای  نمونه: ترتیب به 2و  0، 2، 1های چاهك، خطوط و لوله. های مختلف آزمون
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 گیری کلی نتیجه

های  دلیل ویژگی به IC-RT-LAMPتوان گفت که روش  در کل می

 و از خود از جمله سادگی، سرعت، ایمنی، اختصاصیت بالاممت

حساسیت بالا تاکنون توانسته از جایگاه برتری در مقایسه با دیگر 

 ;Notomi et al. 2000) دشوهای تشخیصی برخوردار  روش

Moradi et al. 2012 .) با وجود تمامی مزایای ذکر شده برای این

اد هم نیست و از روش، باید گفت که این روش خالی از ایر

اولاً این روش : توان به این موارد اشاره نمود معایب این روش می

باشد  ها بالا می فقط جنبه تشخیصی دارد، ثانیاً هزینه تهیه آنتی بادی

های ویروس قابل ردیابی نباشند  و ثالثاً ممکن است جدایه

(Suzuki et al. 2006; Moradi et al. 2014.) 
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