




 حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهشهاي علمي آيين نامه

 دانشگاه تربيت مدرس

 ت انسانها كه لازمه دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و كرام و فناوري با عنايت به سياستهاي پژوهشي : مقدمه
 شكوفايي علمي و فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم است اعضاي هيات

 دانشجويان، دانش آموختگان و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايح پژوهشهاي علمي كه تحت عناوين علمي،
 : ه انجام شده است، موارد ذيل را رعايت نمايند پايان نامه، رساله و طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي دانشگا

 باشد ولي حقوق مي متعلق به دانشگاه و درآمدهاي حاصل از آنها رساله / پايان نامه نشر و تكثير حقق - ۱ ماده
 . معنوي پديد آورندگان محفوظ خواهد بود

 ي و يا ارائه در مجامع رساله به صورت چاپ در نشريات علم / مستخرج از پايان نامه ت انتشار مقالا - ۲ ماده
 اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور و يا دانشجوي ي استاد راهنما با تاييد علمي بايد به نام دانشگاه بوده و

 ولي مسئوليت علمي مقاله مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد راهنما و . مسئول مكاتبات مقاله باشد
 . باشد دانشجو مي

 لاتي كه پس از دانش آموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پايان در مقا : تبصره
 . رساله منتشر مي شود نيز نام دانشگاه درج شود / نامه
 رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي / حاصل از نتايج پايان نامه و يا نرم افزار و يا آثار ويژه انتشار كتاب - ۳ ماده

 ها، پارك علم و فناوري و ديگر واحدها ها، مراكز تحقيقاتي، پژوهشكده اعم از دانشكده دانشگاه كليه واحدهاي
 . بايد با مجوز كتبي صادره از حوزه پژوهشي دانشگاه و براساس آئين نامه هاي مصوب انجام شود

 االمللي كه اي و بين هاي ملي، منطقه در جشنواره ها يافته ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه - ۴ ماده
 رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا / حاصل نتايج مستخرج از پايان نامه

 . مجري طرح حوزه پژوهشي دانشگاه انجام گيرد
 در هيات ۸۷ / ۴ / ۲۳ و در تاريخ در شوراي پژوهشي ۸۷ / ۴ / ۱ ماده و يك تبصره ۵ اين دستورالعمل در - ۵ ماده

 تصويب رسيده و از تاريخ تصويب شوراي دانشگاه به ۸۷ / ۷ / ۱۵ دانشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مورخ رئيسه
. لازم الاجرا است در شوراي دانشگاه





 دانشكده كشاورزي

 پايان نامه دوره كارشناسي ارشد بيماري شناسي گياهي

 اده از روش رديابي همزمان چند ويروس در گياهان آلوده سيب زميني با استف
Multiplex RTPCR و مقايسه آن با آزمون سرولوژيكي اِلايزا 

 نگارش
 بهار يونسي

 : راهنما استاد
 دكتر مسعود شمس بخش

 : استاد مشاور
 دكتر ناصر صفايي

۱۳۸۷ مهر



 تقديم به ارزشمندترين نعمت هاي خداوند
 پدر و مادر عزيزم

و هر آنكه به من آموخت



 تشكر و قدرداني
 وردگارا تو را سپاس مي گويم به خاطر هر آنچه كه بخشيدي و اينك بار ديگر شكرگزار در گاهت مي شوم به پر

 اينك كه با ياري خداوند پايان نامه خود را در مقطع . خاطر فرصتي كه براي انجام اين تحقيق به من عطا نمودي
 يه عزيزاني كه به هر نحوي مرا در انجام اين كارشناسي ارشد به پايان رسانده ام، وظيفه خود مي دانم كه از كل

 . پژوهش راهنمايي و كمك كردند، تشكر نمايم
 با نهايت احترام از استاد گرانقدر آقاي دكتر مسعود شمس بخش كه در امور پايان نامه با نظارت دقيق و مستمر

 . تشكر مي كنم مرا ياري و راهنمايي نموده و در دشواري هاي تحقيق مرا اميد و ياري بخشيدند،
 از استاد دلسوز آقاي دكتر ناصر صفايي كه مسئوليت مشاوره اين تحقيق را بر عهده داشتند، صميمانه تشكر مي

 . كنم
 از اساتيد محترم گروه بيماري شناسي گياهي آقاي دكتر عزيزاله عليزاده، آقاي دكتر ابراهيم محمدي گل تپه و

 ي ايشان را داشتم و از محضرشان بي نهايت بهره بردم كمال تشكر را آقاي دكتر ابراهيم پورجم كه افتخار شاگرد
 . دارم

 از استاد محترم آقاي دكتر رضا پوررحيم كه زحمت خواندن و داوري اين پايان نامه را بر عهده گرفتند و
 . همچنين در طول اين پژوهش از راهنمايي ها و همكاري هاي ارزنده شان بهره بردم كمال تشكر را دارم

 ز استاد محترم آقاي دكتر ابراهيم پورجم كه زحمت خواندن و داوري اين پايان نامه را بر عهده گرفتند، كمال ا
 . تشكر را دارم

 بدينوسيله از سركار خانم مهندس . اين تحقيق با همكاري مؤسسه ثبت و گواهي بذر استان تهران انجام گرفت
 راستاي پيشبرد پژوهش فروگذار ننمودند، تشكر و قدرداني فاطمه خلقتي بناء كه در طول راه از هيچ كمكي در

 . مي كنم
 از خانواده عزيزم كه در فراز و نشيب زندگي و تحصيل تنها تكيه گاه و پشتيبان محكم من بودند و همواره
 راهنماي دلسوزم و آرامش بخش لحظات زندگيم هستند، تشكر مي كنم و از خداوند متعال سلامتي آنها را

 . خواستارم
 در نهايت از تمامي دوستان و همكلاسي هاي عزيزم كه در طول دوره از لطف و مساعدتشان بهره بردم و در

. كنارشان روزهاي زيبايي را تجربه كردم، كمال تشكر و سپاسگزاري را دارم



 چكيده

 از مهم ترين ) PLRV ( و پيچيدگي برگ سيب زميني ) Y ) PVY ( ، X ) PVX ( ، S ) PVS هاي ويروس

 ويروس هاي بيمارگر سيب زميني به شمار مي روند و به طور جدي باعث كاهش ميزان و كيفيت محصول سيب

 آلودگي به . اين ويروس ها از تمام مناطق مهم كشت سيب زميني ايران گزارش شده اند . زميني مي شوند

 ولاً بدون علايم باقي و پيچيدگي برگ سيب زميني معم Y ويروس هاي ياد شده در سيب زميني به جز ويروس

 از اين رو گياهان سيب زميني مزارع توليد غده بذري از لحاظ عاري بودن از ويروس هاي ياد شده و . مي ماند

 تا به حال آزمون اِلايزا به طور وسيعي براي رديابي . صدور گواهي سلامت بذر بايد به طور منظم بررسي شوند

 فته است، اما اغلب به دليل غلظت پايين ويروس و وجود تركيبات ويروس هاي ياد شده مورد استفاده قرار گر

 بنابراين معرفي يك روش دقيق، حساس، . بازدارنده در عصاره گياهان رديابي ويروس ها به خوبي انجام نمي گيرد

 در اين تحقيق، . كارآمد، قابل اعتماد، ارزان و سريع براي رديابي همزمان ويروس هاي سيب زميني ضروري است

 ، پيچيدگي برگ سيب زميني و كنترل Y ، X ، S براي رديابي همزمان ويروس هاي Multiplex RTPCR روش

 اين روش با آزمون سرولوژيكي اِلايزا كه روشي رايج براي رديابي ويروس هاي سيب زميني . داخلي استفاده شد

 ه ويروس با استفاده از بافر كل از برگ گياهان سيب زميني آلوده ب RNA به همين منظور، . است، مقايسه شد

RNXplus سپس . استخراج شد DNA 18 مكمل براي ويروس هاي فوق و ژنS rRNA با استفاده از آغازگر 

 براي هر كدام از ويروس ها Uniplex RTPCR اختصاصي معكوس به صورت جداگانه ساخته شد و واكنش

 كل از مخلوط وزن هاي مساوي از بافت دو Multiplex RTPCR ، RNA براي بهينه سازي واكنش . انجام گرفت

 ,PVY, PVX ( گياه كه هر كدام به دو ويروس آلوده بودند PVS,  PLRV ( سپس، واكنش . استخراج گرديد 

Multiplex RTPCR در نهايت، پنج قطعه متفاوت . با استفاده از پنج جفت آغازگر در يك واكنش انجام گرفت 

س ها و كنترل داخلي بودند به طور همزمان تكثير شد و بر اساس وزن كه اختصاصي ويرو ) جفت باز ۳۴۲ - ۱۴۵ (



 روشي مناسب در تشخيص گياهان Multiplex RTPCR نتايج نشان داد . مولكولي آنها تشخيص داده شدند

 حساسيت روش بهينه سازي . و پيچيدگي برگ سيب زميني است Y ، X ، S آلوده سيب زميني به ويروس هاي

 و پيچيدگي برگ سيب Y ، S در رديابي ويروس هاي DASELISA با روش تجاري Multiplex RTPCR شده

 كل از بافت گياهي آلوده استخراج شد و رقت هاي يك دهم آن به RNA عصاره گياه و . زميني مقايسه شد

 و اِلايزا براي رديابي ويروس ها به كار Multiplex RTPCR صورت پشت سر هم آماده شد و در هر دو روش

 صد برابر بيشتر از آزمون اِلايزا در رديابي ويروس هاي Multiplex RTPCR نتايج نشان داد كه حساسيت . فت ر

Y ، S و پيچيدگي برگ سيب زميني مي باشد و حساسيت Duplex RTPCR ده هزار برابر بيشتر از آزمون اِلايزا 

 ل غلظت پايين ويروس و اثر بازدارندگي به علاوه اِلايزا اغلب به دلي . سيب زميني است Y در رديابي ويروس

 . تركيبات فنولي و پلي ساكاريدي موجود در عصاره گياهان در رديابي ويروس ها به خوبي عمل نمي كند

 در نتيجه روش . همچنين در اِلايزا امكان اعمال كنترل داخلي براي پرهيز از نتايج منفي كاذب وجود ندارد

 ساس تر، مناسب تر، اختصاصي تر، ارزان تر و سريع تر از اِلايزا در ، روشي ح Multiplex RTPCR مولكولي

 رديابي همزمان ويروس هاي ياد شده مي باشد و براي رديابي همزمان چند ويروس در مزارع سيب زميني كه با

 . هدف توليد غده هاي بذري كشت شده اند، بسيار موثر است

. و ويروس پيچيدگي برگ سيب زميني Y ، X ، S كنترل داخلي، ويروس هاي : واژه هاي كليدي



 أ

 صفحه فهرست مطالب
 ۱ ............ ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ مقدمه : فصل اول
 ۵ ................................ ................................ ................................ ................................ بررسي منابع : فصل دوم

 ۵ ............................ ................................ ................................ ................................ خصوصيات گياهشناسي سيب زميني - ۱ - ۲

 ۶ .................... ................................ ................................ ................................ سابقه شناسائي ويروس هاي سيب زميني - ۲ - ۲

 ۷ .................. ................................ ................................ ................................ يب زميني خصوصيات ويروس هاي مهم س - ۳ - ۲

 Potato potyvirus Y, PVY ( ................................ ................................ ..................... ۷ ( سيب زميني Y ويروس - ۱ - ۳ - ۲

 Potato virus X, PVX ( ................................ ................................ .............................. ۱۳ ( سيب زميني X ويروس - ۲ - ۳ - ۲

,Potato leafroll virus ( ويروس پيچيدگي برگ سيب زميني - ۳ - ۳ - ۲ PLRV ( ................................ ..................... ۱۶ 

,Potato virus S ( سيب زميني S ويروس - ۴ - ۳ - ۲ PVS ( ................................ ................................ ................................ . ۲۰ 

 ۲۲ ........................ ................................ ................................ ................................ و رديابي ويروس ها روش هاي تشخيص - ۴ - ۲

 ۲۳ ......................... ................................ ................................ ................................ ................................ روش هاي سرولوژيكي - ۵ - ۲

 ۲۳ ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ انواع آنتي بادي - ۱ - ۵ - ۲

 ۲۵ ........... ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ انواع اِلايزا - ۲ - ۵ - ۲

 RTPCR ................................ ................................ ................................ ...................... ۲۶ تشخيص ويروس ها به وسيله - ۶ - ۲

 Reverse transcription ( ................................ ................................ ................................ .... ۲۷ ( نسخه برداري معكوس - ۷ - ۲

 Multiplex PCR ( ................................ ................................ ............. ۲۸ ( واكنش هاي زنجيره اي پليمراز چند تايي - ۸ - ۲

 Internal control ( ................................ ................................ ................................ ................................ .. ۳۰ ( كنترل داخلي - ۹ - ۲

 ۳۲ .......... ................................ ................................ هاي گياهي در رديابي ويروس Multiplex PCR كاربرد روش - ۱۰ - ۲

 ۳۹ .................. در رديابي ويروس هاي گياهي ELISA و Multiplex RTPCR مقايسه حساسيت دو روش - ۱۱ - ۲
 ۴۱ ........................ ................................ ................................ ................................ ................................ مواد و روش ها : فصل سوم

 ۴۱ .... ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ منابع ويروس ها - ۱ - ۳

۴۱ ....................... ................................ ................................ ................................ ................................ زا روش انجام آزمون اِلاي - ۲ - ۳



 ب

 Coating step ( ................................ ................................ .. ۴۱ ( ا مرحله پوشش دادن چاهك هاي بشقابك اِلايز - ۱ - ۲ - ۳

 ۴۲ ........... ................................ ................................ ................................ ................................ تهيه عصاره گياهي از غده - ۲ - ۲ - ۳

 ۴۲ ........ ................................ ................................ ................................ ................................ از برگ تهيه عصاره گياهي - ۳ - ۲ - ۳

 ۴۲ .. ................................ ................................ ................................ (Loading step) مرحله ريختن عصاره نمونه ها - ۴ - ۲ - ۳

 ۴۳ .............. ................................ ................................ ................................ مرحله ريختن آنتي بادي متصل به آنزيم - ۵ - ۲ - ۳

 ۴۳ ........ ................................ ................................ ................................ ................................ حله اضافه كردن سوبسترا مر - ۶ - ۲ - ۳

 ۴۴ .......................... ................................ ................................ ................................ كامل از گياهان آلوده RNA استخراج - ۳ - ۳

 DEPC ................................ ................................ ................................ ............................ ۴۴ آماده سازي آب تيمار شده با - ۴ - ۳

 ۴۵ ..... ................................ ................................ ................................ كل استخراج شده RNA بررسي كميت و كيفيت - ۵ - ۳

 ۴۵ ....................... ................................ ................................ ................................ ................................ استفاده از بيوفتومتر - ۱ - ۵ - ۳

 ۴۶ ............. ................................ ................................ ................................ ................................ روش الكتروفورز ژل آگارز - ۲ - ۵ - ۳

 ۴۶ ........................ ................................ ................................ ................................ آزمايشگاه از ابزار و لوازم RNase حذف - ۶ - ۳

 Polymerase واكنش هاي زنجيره اي پليمراز - ) Reverse Transcription ( آزمون نسخه برداري معكوس - ۷ - ۳

Chain Reaction ( ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ ............ ۴۷ 

 ۴۷ ............. ................................ ................................ ................................ مواد لازم براي واكنش نسخه برداري معكوس - ۸ - ۳

 ۴۹ ........... ................................ ................................ ................................ مواد لازم براي واكنش هاي زنجيره اي پليمراز - ۹ - ۳

 cDNA ................................ ................................ .............................. ۵۰ ي معكوس و تهيه انجام واكنش نسخه بردار - ۱۰ - ۳

 PCR ( ................................ ................................ ................................ .......... ۵۴ ( انجام واكنش هاي زنجيره اي پليمراز - ۱۱ - ۳

 دررديابي ويروس Multiplex RTPCR مقايسه حساسيت آزمون سرولوژيكي اِلايزا با روش مولكولي - ۱۲ - ۳

 ۵۷ ............. ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ ها

 Duplex RTPCR ............ ۵۷ و MultiplexRTPCR رديابي غلظت هاي مختلف ويروس ها با روش - ۱ - ۱۲ - ۳

 ۵۹ ....................... ................................ ................................ رديابي غلظت هاي مختلف ويروس ها با روش اِلايزا - ۲ - ۱۲ - ۳

۶۰ ...... ................................ ................................ كشت بافت گياه سيب زميني به منظور نگهداري منابع ويروسي - ۱۳ - ۳
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 ۶۰ ........................ ................................ ................................ ................................ ................................ تهيه محيط كشت - ۱ - ۱۳ - ۳

 ۶۲ ............................ ................................ ................................ مشخصات و مراحل ضدعفوني كردن ريز نمونه ها - ۲ - ۱۳ - ۳

 ۶۲ ........ ................................ ................................ ................................ ................................ استريل كردن ريز نمونه ها - ۳ - ۱۳ - ۳
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 Multiplex RTPCR ................................ ................................ ................................ ................................ .......... ۶۵ واكنش - ۳ - ۴

 DASELISA ................................ ....... ۶۸ و Duplex RTPCR مقايسه حساسيت واكنش بهينه سازي شده - ۴ - ۴

 DASELISA ............................. ۷۱ و Multiplex RTPCR مقايسه حساسيت واكنش بهينه سازي شده - ۵ - ۴

 ۷۶ .......................... ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ بحث - ۶ - ۴

۸۱ .... ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ ................................ مراجع
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 Solanum) سيب زميني tuberosum) بـر . مهم ايـران و جهـان مـي باشـد زراعي يكي از محصولات 

 ميليون هكتار و ۱۹ سطح زير كشت سيب زميني در دنيا حدود ۲۰۰۷ سال در FAO اساس گزارش

 و جمهـوري ميليون تن در سال مـي باشـد و كـشورهاي چـين، روسـيه، هنـد ۳۲۰ ميزان توليد آن

 سـيب كشورهاي توليـد كننـده عمده ترين ميليون تن ۱۹ و ۲۶ ، ۳۵ ، ۷۲ با توليد به ترتيب اوكراين

 تـن ميليـون ۴ / ۲ هكتار و توليد سـالانه هزار ۱۶۳ ايران با سطح زير كشت . زميني در دنيا مي باشند

 ,Anonymous ( خود اختصاص داده است و مقام دوازدهم را در دنيا به مقام سوم را در آسيا در سال

 با توليـد درصد سطح زير كشت اين محصول در كشورمان به صورت زراعت آبي ۹۶ / ۶ د حدو . ) 2007

 بيـشترين سـطح زيـر كـشت . مي باشد تن ۳۰۳۱۴ / ۶۴ با توليد و بقيه به صورت ديم تن ۴۱۸۸۲۰۷

 اين محصول در استان هاي اردبيل، اصفهان، همدان، آذربايجان شرقي، فـارس و خراسـان قـرار دارد

 . ) ۱۳۸۵ ، بي نام (

 يب زميني گياهي حساس به آفات و بيماري هاست و هر ساله مقداري از اين محصول توسط آفات س

 و بيماري ها، از بين مي رود و از اين ميان بيماري هاي ويروسي يكي از مهـم تـرين عوامـل كـاهش

 باعث كاهش محصول سيب ۵۰ % بيماري هاي ويروسي به طور متوسط تا . محصول به شمار مي روند

 سـيب آلـوده كننـده ويـروس ۳۵ تا بـه حـال . (Beemster and de Bokx, 1987) ي شوند زميني م

 تعـدادي از ايـن ويـروس هـا داراي . (Salazar, 1996) زميني از نقاط مختلف دنيا گزارش شده است

 سـيب زمينـي Y ماننـد ويـروس ، پراكنش جهاني بوده و خسارت شديدي به محصول وارد مي كنند

) Potato virus Y, PVY ( ۸۰ % تـا ) Beemster and de Bokx, 1987 ( ويـروس ، X سـيب زمينـي 

) Potato virus X, PVX ( ۱۰ % تا ) Loebenstein, 2001 ( ، ويـروس پيچيـدگي بـرگ سـيب زمينـي 

) Potato leafroll virus, PLRV ( ۵۵ % تا حداكثر ۳۳ % متوسط ) Loebenstein, 2001 ( ، ويروس M 

 تا ۱۰ با ) Potato virus S, PVS ( سيب زميني S س ويرو و (Potato virus M, PVM) سيب زميني

 Beemster and de ( هاي سيب زميني به شمار مـي رونـد ترين ويروس از مهم خسارت، درصد ۲۰

Bokx, 1987 ( .



۲ 

 گزارش شـده اسـت؛ مطالعه و ها در ايران به اين ويروس آلودگي مناطق مختلف كاشت سيب زميني

 ۰ / ۸۳ % ، ۱۰ / ۸ % تـا سيب زميني به ترتيب A و Y ، S س هاي ويرو در منطقه كرمان ميزان آلودگي به

 سيب زميني شايعترين ويـروس Y ويروس ). ۱۳۸۳ رمضاني و همكاران، ( تعيين شده است ۱۵ / ۸ % و

ــد ــي باش ــدران م ــيلان و مازن ــان، گ ــاي خراس ــتان ه ــي در اس ــيب زمين ــزارع س ــصودي و ( م  مق

 طوسـي ( همدان نيز گزارش شده اسـت بعلاوه اين ويروس از استان هاي اصفهان و ). ۱۳۸۳ همكاران،

 خراسان و اردبيل گزارش شـده استان هاي از سيب زميني X ويروس همچنين ). ۱۳۸۳ و همكاران،

 در استان خوزسـتان آلـودگي نمونـه هـاي جمـع آوري شـده بـه ). ۱۳۸۳ فروتني و همكاران، ( است

 Alfalfa mosaic ( جه ، پيچيدگي برگ سيب زميني و ويروس موزاييك يون Y ، S ، X ، M ويروس هاي

virus, AlMV ( ديگـر ويـروس . گزارش شده اسـت ۱۱ / ۵ % و ۲۵ % ، ۲۲ % ، ۴۴ % ، ۶۸ % ، ۷۴ % به ترتيب 

 گـزارش شـده از نجـه هاي گزارش شده از گياه سيب زميني در ايران عبارتند از؛ ويروس موزاييك يو

 ، ) ۱۳۶۵ مكـاران، دانش و ه ( ورامين، همدان و دماوند كرج، ، ) ۱۳۸۴ ، خاك ور و همكاران ( خوزستان

 گـزارش شـده از اسـتان ، ) Eggplant mottled dwarf virus, EMDV ( ن ويروس كوتـولگي بادنجـا

 ويـروس لكـه حلقـوي ) ۱۳۷۹ فرزادفر وهمكاران، ( و استان تهران ) ۱۳۶۸ دانش وهمكاران، ( اصفهان

 ) ۱۳۶۲ زنگنه و دانـش، ( گزارش شده از استان اصفهان ) Tobacco ringspot virus, TRSV ( توتون

 گـزارش شـده از ) Tomato spotted wilt virus, TSWV ( و ويروس پژمردگي خالدار گوجه فرنگـي

 انتشار و پراكندگي ويروس هاي مهـم سـيب زمينـي از اخيراً ). Pourrahim et al., 2001 ( فيروزكوه

 ر بـ ). Pourrahim et al., 2007 ( نقاط مهم كشت اين محصول در ايران مطالعه و گزارش شده اسـت

 و پيچيدگي برگ سيب زميني به ترتيـب S ، Y ، A ، X ، M ميزان آلودگي به ويروس هاي اين اساس

 تمام مزارع سـيب زمينـي كـه در ايـن . تعيين شده است ۱۳ / ۹ % ، ۹ % ، ۲۰ / ۸ % ، ۲۷ % ، ۳۴ / ۴ % ، ۳۵ / ۹ %

 ايـن آلـودگي بـه و كمتـرين بيـشترين . آلـودگي داشـتند % ۹۸ / ۶ تا % ۲۸ / ۸ از شدند تحقيق مطالعه

بيشترين حـد . مي باشد ۵۶ / ۷ % و ۹۳ / ۲ % كرمان و اردبيل به ترتيب مربوط به استان هاي ويروس ها



۳ 

 مـي باشـد ) ۶ / ۷ % ( PVX + PVY و ) PVX + PVS ) % ۶ / ۸ ويـروس هـاي آلودگي مخلوط مربوط به

) Pourrahim et al., 2007 ( . 

 يمـي ونـه علا بر خلاف اكثر عوامل بيماري زا، ويروس هاي سيب زميني مي توانند بدون ايجاد هر گ

 د و قـدرت در گياه باعث خسارت شوند؛ در اين حالت خسارت به صورت كاهش محسوس ميزان تولي

 به همين دليـل امكـان حـذف . ) de Bokx and van der Want, 1987 ( انبارداري محصول مي باشد

 ور جامع توليد بذر سـالم سـيب زمينـي در كـش امانه و ايجاد يك س ط كشاورزان وجود ندارد س آنها تو

 توجه به توليد غده هاي بذري در داخل كشور، آلودگي منـاطق مختلـف و ضـرورت با . ضروري است

 كنترل و صدور گواهي سلامت غده هاي بذري براي كاشت، معرفي يك روش دقيق، حساس، سـريع

 . و ارزان براي رديابي ويروس هاي سيب زميني بسيار ضروري است

 ها شامل سنجش بيولوژيكي، ميكروسـكوپ الكترونـي، هاي مورد استفاده در تشخيص ويروس روش

 نوكلئيك و روش هاي مبتني بر واكنش هاي زنجيـره اي روش هاي سرولوژيكي، هيبريداسيون اسيد

 هاي مولكـولي مثـل روش . ) Hull, 2002 ( مي باشد (Polymerase Chain Reaction, PCR) پليمراز

RTPCR ،هيبريداسيون اسيد نوكلئيـك ، realtime  PCR و روش هـاي سـرولوژيكي مثـل DAS 

ELISA  (doubleantibody  sandwichenzyme  linked  immunosorbent  assay) ــابي  در ردي

 ,Hull ( كاربرد دارند ويروس ها  تمام روش هاي گفته شده در يك زمان فقط قادر بـه رديـابي . ) 2002

 چنـدين به رديابي همزمـان موفق microarray روش اخيراً . ) Du et al., 2006 ( يك ويروس هستند

 هزينه بالاي اين روش و نياز به تجهيـزات به دليل اما (Boonham et al., 2007) شده است ويروس

 . نمي باشد تشخيص ويروس ها براي روشي معمول ، microarray ، و تخصص

 هـاي توليـد غـده با توجه به ميزان بالاي آلودگي مزارع سيب زميني ايران به ويروس هاي ياد شده،

 سريع و همزمان ويروس هاي سيب زميني در رديابي ، بذري در كشور و ضرورت استفاده از بذر سالم

 هـدف از انجـام ايـن تحقيـق بهينـه سـازي روش از اين رو . ضروري مي باشد غده هاي بذري مزارع

Multiplex PCR ويـروس رايـج چند براي تشخيص همزمان ) PVX, PVY, PLRV, PVS ( مـزارع



٤ 

 حــساسيت، ســرعت و دقــت دو روش بــه عــلاوه در ايــن تحقيــق . ايــران مــي باشــد ســيب زمينــي

MultiplexPCR و ELISA هاي سيب زميني مقايسه مي شود در رديابي ويروس .


