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های بذری سیب زمینی با در حجم وسیع توده (Potato virus Y) ردیابی آلودگی ویروس وای سیب زمینی
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زای سیستمیک و تجمعی، عوامل بیماریمحموله بذری سیب زمینی در سیستم رسمی کنترل و گواهی بذر کشور با هدف کاهش  044سالانه بیش از 
گیرند. در این فرآیند درستی، حساسیت، اختصاصیت و سرعت روش تشخیصی های مهم سیب زمینی مورد آزمون قرار میاز نظر آلودگی به ویروس

ای هروش کشت تک جوانه و روش برای صدور گواهی به موقع و صحیح از اهمیت بسیاری برخوردار است. در پژوهش حاضر کارایی استفاده تلفیقی از
های بذری مورد بررسی قرار گرفت. در آزمون تعداد زیاد نمونه (PVY)زمینی برای ردیابی آلودگی ویروس وای سیب RT-PCRمولکولی مبتنی بر 

ایسه با روش سرولوژیکی در مق RT-PCRهای مبتنی بر های بذری با روشنتایج این تحقیق نشان داد حساسیت، دقت و حتی سرعت ارزیابی توده
ELISA گیری از روش یابد. بهرهافزایش میRT-PCR در ردیابی ویروسPVY  24، دارای دقت تشخیصی یک نمونه آلوده در نمونه ترکیبی حاصل از 

ده در نمونه ترکیبی حاصل از به میزان یک دهم این قابلیت بود و این روش قادر به ردیابی یک نمونه آلو ELISA که توانایی روش بوته بوده در حالی
صدور گواهی نادرست برای طبقه بذری مشاهده نشد،  RT-PCRهای مبتنی بر پنج نمونه انفرادی بود. همچنین به دلیل دقت بسیار بیشتر آزمون

توان ردیابی غلظت کم  های بذری مورد آزمون به جای طبقه گواهی شده به دلیل عدمحدود شش درصد از توده ELISAحال آن که بر اساس نتایج 
ترین طبقه بذری چهار در پایین PVYویروس به اشتباه در طبقه مادری تشخیص داده شدند. بر اساس استانداردهای ملی حداکثر آلودگی مجاز به 

 آورد.نمونه( فراهم میهای قابل قبول )حداکثر با ارزیابی پنج زیر درصد است که همین موضوع قابلیت اجرایی شدن این سیستم را با هزینه

 زمینی، ردیابی، گواهی، ویروس توده بذری، سیب کلمات کلیدی:
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Abstract 
In order to minimize the systemic infection in potato seed tubers, annually more than 300 potato seed lots are subjected 
to laboratory testing for potato viruses in the national potato seed certification system. The accuracy, sensitivity, 
specificity and speed are of the most important criteria for a diagnostic method to be employed in seed certification 
laboratory testing procedure. In this study the efficiency of using two methods including single sprout culture and RT-
PCR as an integrated diagnostic method was investigated for detecting Potato Virus Y in potato seed samples. According 
to the present study, RT-PCR performance in Potato Virus Y detection was better than ELISA in terms of sensitivity, 
accuracy and time saving. RT-PCR successfully detected one infected sample in a combined sample consists of 50 
individual samples while ELISA enabled to detect one infected sample in a much smaller combined sample consists of 
only five subsamples. Moreover because of ELISA retractions to detect low virus concentration and its false negative 
result, about six percent potato seed lots were incorrectly determined basic seeds instead of certified seeds. Considering 
the maximum permissive virus infection percent in national potato seed standards (4% for the lowest seed class) and the 
maximum required subsamples to be tested (5 subsamples), using RT-PCR method in potato seed certification is 
economically recommended. 
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 مقدمه

با گذشت بیش از یک دهه از فعالیت سیستم رسمی تولید      

 هایزمینی در ایران، به روشنی می دانیم که آلودگیبذر سیب

مهمترین دلیل تنزل و افت طبقه  PVYویروسی به ویژه ویروس 

زمینی بذری در کشور است بذری در مزارع تولید سیب

.(Moslemkhani et al. 2018)  تشخیص دقیق بیماری مهمترین

و نخستین مرحله در سیستم مدیریت تولید بذر سالم به شمار 

های . با دسترسی بشر به انبوه داده(Jeong et al. 2014)رود می

های مولکولی مارگرهای مختلف، استفاده از روشژنتیکی از بی

های مبتنی بر تشخیص نوکلئیک اسید رو به متعدد مانند روش

-qRTتوسعه است. نتایج مطالعات قبلی نشان داده است روش 

PCR  برابر  714تا  214به اندازهELISA  در ردیابی آلودگی

های بذری سیب زمینی دقت داشته است در توده PVYویروس 

(Kogovsek et al. 2008همچنین گزارشات متعددی روش .)-

را به لحاظ دقت، سرعت و حتی هزینه  RT-PCRهای مبتنی بر 

کاندید مناسب و برتر برای جایگزینی با روش های سرولوژیکی 

در سیستم کنترل و گواهی بذر سیب زمینی معرفی کرده اند 

(Hühnlein et al. 2013; Lacomme et al. 2015; Schumpp 

et al. 2021 2410(. سیستم گواهی بذر کشور سوئیس از سال 

های بذری ها برای پایش سلامت غدهاز این روش 2411تا سال 

زمینی را تنها توده بذری مختلف سیب 1444بهره بردند و حدود 

در مدت شش هفته و به وسیله شش تا هشت نفر نیروی انسانی 

د انزمینی ارزیابی کردههای مهم سیباز نظر آلودگی به ویروس

(Schumpp et al. 2021)های ویروسی در حاضر آلودگی. درحال

زمینی ایران عمدتا با استفاده از آزمون سیستم تولید بذر سیب

 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assayسرولوژیکی 

(ELISA) شوند که متاسفانه طی چند سال اخیر به پایش می

آنتی بادی ضمن افزایش چشمگیر دلیل وابستگی به واردات 

های آزمون )به دلیل افزایش قیمت دلار(، تامین هرساله هزینه

ها بسیار دشوار شده است و بادی به دلیل اثرات تحریمآنتی

سیستم کنترل و گواهی بذر کشور را با چالش مواجه نموده است. 

های مولکولی به این در حالی است که دسترسی به مواد آزمون

-های دانش بنیان در کشور امکانتوسعه روز افزون شرکت دلیل

پذیرتر خواهد بود. تحقیق حاضر به بررسی کارایی استفاده 

های مولکولی برای تلفیقی از روش کشت تک جوانه و روش

زمینی در های بذری سیبدر توده PVYردیابی آلودگی ویروس 

 روشزمینی در ایران پرداخته است. سیستم گواهی بذر سیب

RT-PCR های مولکولی در حوزه کشاورزی بیشتر یا سایر روش

در فاز تحقیقاتی و بر روی تعداد محدودی نمونه کاربرد داشته 

ا هاست در حالیکه تحقیق حاضر به قابلیت استفاده از این روش

 در فاز اجرایی و در حجم وسیع نمونه خواهد پرداخت.

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی
در فضای  Sهای بذری رقم بانبا در طبقه پژوهش غدهدر این 

های هشت برگی با کنترل شده گلخانه کشت و سپس گیاهچه

)گیاه آلوده به این نژاد ویروس  OPVY عصاره گیاه آلوده به نژاد

از کلکسیون مؤسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال تامین 

et alde Eigenbro .سازی شدند )شد( به صورت مکانیکی آلوده

ا ه. دو هفته پس از آلوده سازی، از نقاط مختلف تمام بوته(2002

)از نوک بوته و برگهای میانی و قاعده بوته( نمونه برگی برداشت 

 TAS-ELISA  ،RT-PCR هایها با روششد و آلودگی این نمونه

شود، طبق آنچه در قسمت بعدی شرح داده می qRT-PCRو 

های به منظور ارزیابی قابلیت روشمورد آزمون قرار گرفت. 

-تشخیصی مورد اشاره برای ردیابی ویروس در حجم وسیع توده

های زمینی بذری در استانهای بذری از نوزده مزرعه سیب

همدان، مرکزی، خراسان رضوی، اصفهان، زنجان، کردستان، 

های کنترلی فارس و نیز یک مزرعه در استان البرز )از کرت

زمینی در محل مؤسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال( سیب

شکل در سطح مزرعه  Wبه صورت تصادفی با حرکت در مسیر 

عدد غده( و پس از شکست  144نمونه برداشت شد )از هر مزرعه 

ها، تک جوانه اصلی آنها در شرایط کنترل شده گلخانه خواب غده

از نظر آلودگی روزه  04های و خاک استریل کشت شدند. گیاهچه

-TASهای با بررسی چشمی علائم و روش PVYبه ویروس 

ELISA ،RT-PCR   وqRT-PCR  .ارزیابی شدند 

برای ارزیابی آلودگی ضمممن بررسممی چشمممی علائم )نظیر 

-TASموزائیممک، پیچیممدگی، نکروز آونممدی و غیره(، آزمون 

ELISA ستفاده از آنتی باد شرکت با ا و  Agdiaهای پلی کلنال 

دسممتورالعمل شممرکت مربوطه روی نمونه مرکب پنج تایی  طبق

های )حاصممل از ترکیب عصمماره پنج نمونه( انجام شممد و آزمون

RT-PCR تایی )حاصمممل از ترکیب  24های مرکب نیز با نمونه

های مرکب عاری از آلودگی با ثبت نمونه( انجام شممد. نمونه 24

آزمون وضممعیت سمملامت )درصممد آلودگی صممفر( از ادامه فرایند 

تایی آلوده به پنج نمونه مرکب  24خارج شممدند و هر زیر نمونه 

 ها ارزیابی شد.تایی تبدیل و آلودگی در زیر نمونه 14

 Ribosin plantبا استفاده از کیت  RNAاستخراج 

(GeneAll, Korea) برداری معکوس با استفاده از و واکنش نسخه

HyperScriptTM Mater mix (GeneAll, Korea)  بر اساس
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با  RT-PCRدستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. آزمون 

( و bp 084)محصول  Y4Aو  Y3Sآغازگرهای اختصاصی 

 bp )محصول 18S rRNAFو  18S rRNARآغازگرهای عمومی 

 .Du et al( به عنوان کنترل داخلی آزمون استفاده شد )222

2006; Singh et al. 1996) . 

های اختصاصی نیز از آغازگر ،qRT-PCRبرای انجام آزمون 

PVYR  وPVYF  محصول( bp111 و آغازگر عمومی مشابه )

-qRT. واکنش (Du et al. 2006)استفاده شد  RT-PCRآزمون 

PCR  چرخه، در دستگاه  04درStepOnePlus Real-Time 

PCR System  شرکتApplied Biosystems با استفاده از کیت ،

انجام گرفت. تفاوت نسبی در میزان بیان  (Takara, Japan)کارا تا

 REST® (Pfaffi 2001)های هدف با استفاده از نرم افزار ژن

 محاسبه شد. 

 

 نتایج و بحث

علائم بیماری در گیاهانی که به صورت مصنوعی آلوده شدند، 

ود های گیاه، مشهودتر بهای بالایی نسبت به دیگر قسمتدر برگ

-های تشخیصی بیشترین غلظت ویروس در بخشتمام روشو در 

تر نیز ردیابی (. پیش1های بالایی بوته ردیابی شد )جدول 

-های پایین در مقایسه با بخشهای کمتر ویروس در بخشغلظت

. (Pererschmitt et al. 1992)های فوقانی گیاه گزارش شده بود 

ای هتر از بافتهای جوان سریعانتقال و جابجایی ویروس در بافت

برداری از . بنابراین نمونه(Dupuis et al. 2017)مسن است 

تر آلودگی را بهبود های فوقانی گیاه امکان ردیابی موفققسمت

های بیولوژیکی شرایط خواهد داد. از آنجایی که در ارزیابی

های ترکیبی، وجود نژادهای جدید محیطی، واکنش رقم، آلودگی

شوند گر در بروز و نوع علائم شناخته میخلهبه عنوان عوامل مدا

(Baldauf et al. 2006; Aurori et al. 2016)  بنابراین صرفا ،

-تواند در سیستم گواهی سلامت تودبازرسی چشمی علائم نمی

های بذری کفایت نماید و تلفیق روش بررسی چشمی علائم با 

ا رهای تشخیصی آزمایشگاهی، افزایش دقت و صحت نتایج روش

 به همراه خواهد داشت. 

-TAS-ELISA ،RTبا استفاده از سه تکنیک  PVYویروس 

PCR  وReal time RT-PCR های مختلف گیاهان آلوده از قسمت

شده با موفقیت ردیابی شد. این در حالی است که در هیچ یک 

از گیاهان سالم تیمار شده با بافر، آلودگی ویروس ردیابی نشد. 

جدول یک نشان داده شده است نتایج در هر طور که در همان

دهند. سایر محققین نیز چهار روش انطباق نسبی نشان می

های ارزیابی چشمی گیاهان رشد یافته انطباق نسبی نتایج آزمون

 Realو  ELISA ،RT-PCRرا با  (Seed growth test)از جوانه 

time RT-PCR اند )گزارش نمودهRusso et al. 1999; Singh 

et al. 2013 در پژوهش حاضر در ارقام بورن و آگریا آلودگی .)

دو درصد بیشتر از روش  RT-PCRبا استفاده از  PVYویروس 

ELISA  (. پیش از این نیز 2گزارش شد )جدولSchumpp et 

al. (2021) ای هنتایج مشابهی را در آنالیز اسکیل وسیعی از نمونه

ارش نمودند و نتایج آنها زمینی در رقم آلکساندرا گزبذری سیب

در ردیابی ویروس   RT-PCRنیز حاکی از موفقیت بیشتر روش

زمینی بود. در تحقیقات های بذری سیبدر حجم وسیع توده

حاضر نیز مشخص شد دو درصد آلودگی بیشتر ردیابی شده با 

RT-PCR  باعث تنزل طبقه بذری از طبقه مادری به طبقه گواهی

کنش ارقام در نتایج آزمون ها تاثیر گذار شده گردید. از طرفی وا

ها ارزیابی تک جوانه است و در ارقام است زیرا مبنای این بررسی

های حساس نسبت به ارقام متحمل احتمال آلودگی تمام جوانه

ا هیک غده بیشتر است در حالیکه در ارقام متحمل برخی جوانه

ا اوتی رممکن است حامل ویروس نباشند و همین امر نتایج متف

در مورد آلودگی یک غده بسته به انتخاب نوع جوانه رقم خواهد 

 هایتر از جوانههای انتهایی بسیار موفقزد اگرچه انتخاب جوانه

. از نظر قدرت (Schumpp et al. 2021)نماید جانبی عمل می

توانستند ویروس را  qRT-PCRو  RT-PCRهای ردیابی، روش

بوته با دقت یک نمونه آلوده در  24در نمونه ترکیبی حاصل از 

قابلیت  ELISAنمونه، ردیابی کنند. حال آنکه در آزمون  24

ترکیب حداکثر پنج نمونه برای ردیابی موفق ویروس وجود 

 داشت. 
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ی هاهای مختلف گیاهان آلوده شده رقم بانبا )در هشت تکرار( با استفاده از چهار روش ارزیابی چشمی گیاهچهاز قسمت PVYردیابی ویروس  .1جدول 

 .)نتایج کمی ارائه شده میانگینی از نتایج هشت تکرار است( qRT-PCR و ELISA ،RT-PCR رشد یافته،

Table 1. Detection of PVY virus from different parts of infected plants (with eight replicates) using four methods of 

visual inspection of grown seedlings, ELISA, RT-PCR and qRT-PCR (The quantitative results are the average of eight 

replication).  

qRT-PCR 
Expression relative to control 

(Fold change) 
RT-PCR 

TAS-ELISA 
(Optical Density at 405 nm) 

Visual inspection  
Variety 

down Mid upper down mid upper down mid upper down mid upper 

Banba 

519 1468 265957 + + + +(0.06) +(0.1) +(0.18) - + + 

+: Virus infection detected; -: Virus infection not detected 

     

برخلاف نتایج بازرسی چشمی در مزرعه و امکان بروز خطا 

در مشاهده علائم بیماری، ارزیابی چشمی بوته حاصل از کشت 

تک جوانه در شرایط دمایی کنترل شده در گلخانه و به دور از 

خورشید، امکان شناسایی و تشخیص علائم تابش مستقیم نور 

نماید و انطباق نسبی بین ویروسی را با دقت بیشتری همراه می

های آزمایشگاهی مؤید این ارزیابی علائم در گلخانه و نتایج آزمون

های تشخیص مولکولی به (. استفاده از روش2نکته است )جدول 

واهی ستم گهمراه بازرسی چشمی علائم در گلخانه، به تقویت سی

بذر و اطمینان بیشتر از نتایج ارزیابی کمک خواهد کرد. از زمان 

زمینی در کشور طی دوازده ایجاد سیستم رسمی گواهی بذر سیب

زمینی از نظر آلودگی به های بذری سیبسال اخیر، سلامت توده

زمینی تنها با استفاده از آزمون الایزا های مهم سیبویروس

رار هایی چون تکر واقع الایزا به دلیل قابلیتاست. دارزیابی شده

پذیری بالا و امکان آزمون شمار بالای نمونه مورد توجه بوده است 

(Aurori et al. 2016) های مبتنی بر اسید نوکلئیک تا و روش

کنون بیشتر برای اهداف تحقیقاتی و برای ارزیابی سلامت، شمار 

ت. با عنایت به اینکه اندک نمونه مورد استفاده قرار گرفته اس

های الیزا وارداتی است و فرایند پیچیده و ها و پلیتبادیآنتی

های بسیار سنگینی برای واردات این مواد نیاز است لذا با هزینه

در نظر گرفتن این موضوع که در استانداردهای ملی حداکثر 

در طبقه پیش پایه  PVYسطح آلودگی قابل قبول به ویروس 

ایه دو و گواهی شده چهار درصد برآورد شده است، صفر، طبقه پ

-)با هزینه نسبتا مشابه( از آزمون ELISAتوان به جای آزمون می

های حاصل از همراه با بررسی علائم گیاهچه RT-PCRهای 

های بذری استفاده کرد و کشت تک جوانه، در حجم وسیع توده

-ایر روشبه عنوان یک روش کارآمد، مطمئن و قابل رقابت با س

های پیش از برای آزمون (Singh et al. 2013) های تشخیصی 

 کشت قابل توصیه است. 
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با استفاده از  و البرز مناطق همدان، مرکزی، خراسان رضوی، اصفهان، زنجان، کردستان در )در طبقات پایه و گواهی شده(بذری  های برداشت شده از مزارعدر نمونه PVY درصد آلودگی ردیابی شده .2جدول 

 .های تشخیصی مختلف )هر نمونه از صد عدد غده تشکیل شده است(روش

Table 2. Percentage of PVY infection detected in samples taken from seed fields (in basic and certified classes) in Hamedan, Markazi, Khorasan Razavi, Isfahan, Zanjan, 

Kurdistan and Alborz provinces using different detection methods (each sample contains 100 tubers). 

 
 

Infection rates in 100 tubers 

 
Infection rates in 100 tubers 

RT-PCR 

(Daughter 

plant) 

visual 

inspection 

(Daughter 

plant) 
 

ELISA 

(Daughter 

plant) 

ELISA 

(Mother 

plant) 

variety-

province 
RT-PCR 

(Daughter plant) 

visual 

inspection 

(Daughter 

plant) 
 

ELISA 

(Daughter 

plant) 

ELISA 

(Mother 

plant) 

variety-province 

0 0 0 0 Agria-Isfahan 7 5 5 1 Boren- Isfahan* 

1 1 0 0 Jelly-Kurdistan 2 2 2 0 Jelly-Isfahan 

2 2 0 0 Agria-Markazi 0 0 0 0 Esprite -Isfahan 

0 0 0 0 Banba-Hamedan 0 0 0 0 Sante -Isfahan 
>10 38 >10 >10 Agria-Alborz* 2 3 2 2 Banba -Isfahan 
>10 12 >10 >10 Banba-Alborz* >10 19 >10 >10 Arinda-Alborz* 

>10 25 >10 >10 Milva-Alborz* 0 0 0 0 
Arinda-Khorasan 

razavi 

1 1 0 0 Agria-Hamedan 0 0 0 0 
Fontane-Khorasan 

razavi 

0 0 0 0 Jelly-Hamedan 0 0 0 0 
Agria- Khorasan 

razavi 

0 0 0 0 Sante-Hamedan 0 0 0 0 
Picasso- Khorasan 

razavi 
>10 27 >10 >10 Boren-Alborz* 0 0 0 0 Agria- Kurdistan 

2 3 0 0 Agria-Hamedan >10 22 >10 >10 Fontane-Alborz* 

2 2 2 2 Agria-Zanjan 0 0 0 0 
Agria-Khorasan 

razavi 

*Marked samples are related to experimental field without isolation distance from contaminant sources. 
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