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گذار بر کاهو در سراسر مزارع جهان، ویروس تأثیرترین ویروس شایع

متعلق به خانواده) Lettuce mosaic virus; LMV(موزاییک کاهو 

Potyviridea  و جنسPotyvirusشامل هاي متعدديروش. است

وجودویروساینتشخیصجهتمولکولیوسرولوژیکیهايآزمون

 .اي هستندبر بوده و نیازمند ابزارهاي پیچیدهها زمانن روشدارند، اما ای

با  LMVهدف از این پژوهش، کاهش زمان موردنیاز جهت تشخیص 

هاينمونه. بود )LAMP(به حلقهوابستهدماياستفاده از روش تکثیر هم

استانسطحازموزاییک کاهوویروسبهمشابهعلایمبا)نمونه 38(برگی 

)DAS-ELISA(آوري و براي آزمون سرولوژیکی جمعکردستان

سپس .گرفته شدند و در نهایت چهار نمونه مثبت تشخیص داده شدکار به

RNA واکنش رونویسی معکوسواستخراجکلLAMP به صورت 

دما انجام شد و نتایج به وسیله الکتروفورز اي، تحت شرایط همیک مرحله

نتیجه . ارزیابی شد) HNB(بلو ولنفتبر روي ژل آگارز و رنگ هیدروکسی

تغییر رنگ مخلوط واکنش از بنفش به آبی  HNBمثبت استفاده از رنگ 

-IC-RTعلاوه بر این، در اینجا آزمون جدید . آسمانی بود

LAMPجهت تشخیص سریع و آسانLMV ) بدون نیاز به استخراج

RNA (از .هاي دیگر مقایسه شدتوسعه داده شد و کارآیی آن با آزمون

توانمیپیشینهايروشسایربامقایسهدر RT-LAMPمزایاي روش

ایمنی، اختصاصیت بالا، حساسیت بالا، سرعت بالا، کارآیی بالا،به

سهولت، عدم نیاز به تجهیزات پرهزینه جهت تکثیر، عدم نیاز به استخراج 

RNA) در آزمونIC-RT-LAMP( عدم نیاز به کارهاي تشخیصی بعد ،

  .کرداشارهآناي و کاربردوستی، تشخیص مشاهدهاز تکثیر

، ویروس DAS-ELISA ،IC-RT-LAMP:هاي کلیديواژه

  .RT-LAMPکاهو، موزاییک

  

  

The most common virus affecting lettuce (Lactuca 
sativa L.) in the field worldwide is Lettuce mosaic virus
(LMV), belonging to the family Potyviridea, genius 
Potyvirus. There are several techniques to detect LMV 
including serological and molecular assays, but these 
methods take a long time and requiring sophisticated 
tools. The aim of this study was to reduce the time 
required to detect LMV, using loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) technique. Leaf 
samples (38 samples) with symptoms similar to LMV 
were collected from Kurdestan province and were 
subjected to a serological (DAS-ELISA) test and lastly, 
four samples were detected as the positive samples. 
Then, total RNA was extracted and one-step reverse 
transcription (RT)-LAMP was carried out under 
isothermal conditions and results were evaluated by 
agarose gel electrophoresis and hydroxynaphthol blue 
(HNB) dye. A positive result using the HNB dye was a 
color change in master-mix from the violet to sky blue. 
In addition, a novel immunocapture (IC)-RT-LAMP 
assay for rapid and easy detection (without RNA 
extraction) of LMV was developed here and its 
potential compared with other assays. The advantages 
of RT-LAMP method in compare to other methods 
include the high specificity, high sensitivity, high 
rapidity, high efficiency, safety, fascinatingly, no 
requirement of expensive and tools for amplification, 
no need to RNA extraction (in IC-RT-LAMP assay), no 
post-amplification treatment of the amplicons, visual 
detection and user friendly.

Keywords: DAS- ELISA, IC-RT-LAMP, Lettuce 
mosaic virus, RT-LAMP.

  

  

  دماي وابسته به حلقه در شناسایی ویروس ارزیابی آزمون تکثیر هم

)LMV(موزاییک کاهو 
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    مقدمه

به عنوان یکی از ) .Lactuca sativa L(کاهو 

ترین سبزیجات دنیا، گیاهی یک ساله و متعلق به قدیمی

باشد که از حوالی اروپاي  می Asteraceaeخانواده 

ساحلی یا آسیاي مرکزي به نقاط دیگر جهان منتقل 

شده است؛ با این وجود گروهی از پژوهشگران معتقدند 

& Clewley(باشد لی کاهو میکه هندوستان مبدأ اص

Arnold, 1997; Thompson et al., 2002; 
Kristkova et al., 2008 .( طبق آخرین آمار سازمان

 17زیرکشت کاهو در ایران،سطح 2013فائو تا سال 

 5/33هزار تن و متوسط عملکرد 569هزار هکتار، تولید 

از ). http://www.fao.org(تن در هکتار بوده است 

هاي آ، ب، ث و ارزش غذایی، کاهو داراي ویتامیننظر

مواد دیگري مانند ید، آهن، فسفر، منیزیم، روي، منگنز 

و مس بوده و با هدف استخراج روغن از بذر و یا مصرف 

 ,.Drews et al(گیرد خوري کشت آن صورت میتازه

شود؛ گ تقسیم میاین گیاه به دو گروه بزر). 1997

است که ) capitata(گروه اول، کاهو پیچ کلمی یا پرك 

اي به صورت کشت شرایط گلخانهبیشتر در

گردد و گروه دوم، هیدروپونیک یا خاکی تولید می

برگ کاهوشاملکهباشندمیپهنبرگکاهوهاي

)Crispa (معمولی پیچکاهوو)Longifolia ( معروف

گردند کشت میبازيفضادربوده وبه رومن

)Gonnella et al., 2003 .(ترین و یکی از شایع

این گیاه، ویروس موزاییک هاي ترین بیماريمخرب

از خانواده ) Lettuce mosaic virus; LMV(کاهو 

Potyviridea و متعلق به جنسPotyvirusباشد می

 ,Jagger(که براي اولین بار از فلوریدا گزارش شد 

یماري در ایران براي اولین بار در سال این ب). 1921

و سپس توسط ارشاد از اطراف تهران و ورامین 1343

و اکثر ) 1356در سال دانش توسط (در شیراز و اصفهان 

 ایزدپناهتوسط (مناطق تحت کشت این گیاه در فارس 

  و در حال حاضر  گزارش گردید) 1361در سال

در اکثر نقاط ایران شیوع پیدا کرده است 

)http://cnnovin.ir/index.php?route=product

/product&product_id=152 .( ویروس علاوه این

به عنوان خانواده  12جنس از  25بر کاهو، حداقل به 

و  )Fabaceae(، نخود)Asteraceae(کاسنیمثال 

حمله کرده و  و غیره) Chenopodiaceae(اسفناج

م یعلا. )Soleimani et al., 2011(خسارت می زند

رات محیطی و یبیماري بسته به نوع رقم، سن گیاه، تغی

در ارقام حساس حاشیه . باشدزمان آلودگی متفاوت می

ها ناهموار و بدشکل شده که در نهایت خشک برگ

چنانچه گیاهانی از بذور آلوده تولید شوند، . شوندمی

شدیداً کوتاه شده و برگ حقیقی اولیه آنها شکل 

گاهی . کندمییک پیدایم موزایبا علانامنظمی همراه 

اي در اطراف هاي قهوهشده و لکهترها روشنرگبرگ

اگر آلودگی در اواخر . شوندیهاي کوچک ایجاد مگلبرگ

خودم آشکاري ازیفصل رشد صورت گیرد، گیاه علا

هاي مرکزي دهد و تنها ممکن است برگنشان نمی

درجه  30از  همچنین در دماي بالاتر. تر گردندکوچک

 Bos(گرددگراد علایم آلودگی در گیاه مخفی میسانتی

et al., 1994; Bruckart & Lorbeer, 1975; 
Candresse et al., 2007 .(به صورت این ویروس

 Myzus(هلو سبزشتهها کهشتهناپایا توسط برخی از

persicae( از مهمترین ناقلین آن است، فرآیند انتقال

همچنین ). Ryder, 1970(دهد جام میبیماري را ان

درصد از طریق مکانیکی  10تا  3این ویروس به میزان 

پیکره ). Bannerot, 1969(شود منتقل می) توسط بذر(

 12×750پذیر، به ابعاد  اي انعطافاین ویروس رشته

با تقریباً (اي مثبت رشته تک RNAنانومتر و ژنوم آن

که شامل یک قالب باز باشد  می) هزار نوکلئوتید 10

خواندنی کدکننده یک پلی پروتئین بزرگ است 

)Redondo et al., 2001; Krause-Sakate et al., 

زاي بندي مهمترین عوامل بیماريدر رده). 2002

ها به عنوان دومین عامل مهم بعد از گیاهی، ویروس

اند که زیان اقتصادي ناشی از آنها ها قرار گرفتهقارچ

ند میلیارد دلار در سال تخمین زده شده است بیش از چ

)Jeong et al., 2014 .( تشخیص دقیق، اساس

هاي گیاهی و اولین گام در جهت مدیریت بیماري



53  ...به حلقه در وابسته دمايهم ریآزمون تکث یابیارز: الماسی  الماسی  

بینی کاهش محصول توسط آلودگی با عوامل پیش

ها، به منظور تشخیص ویروس. زا استبیماري

هاي هایی همچون مشاهده میکروسکوپی، آزمونروش

. اندهاي مولکولی به کار گرفته شدهی و روشسرولوژیک

بادي و سیستم تشخیص سرولوژیکی بر پایه اتصال آنتی

هاي معمول و ژن بنا نهاده شده که یکی از روشآنتی

توان  ها است که از انواع آن میرایج در اکثر آزمایشگاه

اشاره کرد  QCMIو  ELISA ،TBIAبه  روش 

)Torrance, 1998 .(گذشته، دههچندطولدر

ازناشیعفونیهايپژوهشگران در تشخیص بیماري

بر بودن کشت هایی از جمله زمانچالشها، باویروس

ازايگستردهطیفبهابتلاخطرهمچنینمیکروب و

هاي مواجه بودند که سبب پیدایش روش هابیماري

 ,.Notomi et al(نوین بر پایه تکثیر اسیدنوکلئیک شد 

2000; Moradi et al., 2012; Hosseini et al.,.

اي پلیمراز روش مولکولی واکنش زنجیره). 2014

(PCR) هاي جدید است که علیرغم یکی از این روش

هایی مانند هاي فراوان با محدودیتدارا بودن مزیت

قیمت، استفاده از بر بودن، نیاز به تجهیزات گرانزمان

و غیره روبرو مواد خطرناکی مانند اتیدوم بروماید 

 Nagamine et al., 2002; Haghnazari(باشد می

et al., 2011; Ahmadi et .al., 2012;  Moradi 

et al., 2014; Almasi,.2015( . در حال حاضر در

آنالیزهاي فیلوژنتیکی و تعیین تنوع ژنتیکی، از 

شناسی، دامنه میزبانی، هاي مختلفی مانند علایمروش

-DAS-ELISA, TAS(ی هاي سرولوژیکروش

ELISA, PTA-ELISA(هاي مولکولی ، روش)RT-

PCR, IC-RT-PCR, RFLP, northern blot ( و

 LMVمقایسه ترادف نوکلئوتیدي جهت تشخیص 

 Zerbini et al., 1995; Sakate(شده است استفاده

et al., 2004; Pereira et al., 2012; Sharma &.

Jain, 2012 .(Pink et al.(1992) هاي از روش

ELISA  وRFLP به منظور تشخیصLMV استفاده

کردند و توصیف تنوع زیستی و مولکولی را با انتخاب 

و با توجه به تنوع  LMVهاياي از جدایهمجموعه

پوشش جغرافیایی این ویروس در جدایه تونس مورد 

Pink et al., 1992 .(Peypelut(بررسی قرار دادند 

et al.(2004) نظور تشخیص جدایه به مLMV-

Most از آزمونRT-PCRکردند و براي اولین استفاده

بار وقوع نوترکیبی در این جدایه را گزارش دادند

)Peypelut et al., 2004 .(Notomi et al.(2000)

دماي وابسته به حلقه تکثیر همجدیدي را با نام روش 

)LAMP ( به دنیاي مولکولی معرفی کردند که در آن

به مدت ) دماي ثابت(دما سیدنوکلئیک تحت شرایط هما

یک ساعت یا کمتر با استفاده از چهار آغازگر تکثیر

علت سادگی، سرعت، کارآیی بالا و یافت و به

مورد توجه اي گسترده طور بهفرد، اختصاصیت منحصربه

امتیاز پژوهشگران علوم زیستی قرار گرفت و هم اکنون 

 Fukuta et(است Eikenیژاپن آن در اختیار شرکت

al., 2003; Almasi et al., 2015( . در این روش

دهد که می) loop(محصول اولیه تشکیل ساختار حلقه

یابد وقفه از روي این ساختار تکثیر میاسیدنوکلئیک بی

هاي مختلف و تشکیل ساختارها و قطعاتی با اندازه

به شود که پس از الکتروفورز بر روي ژل آگارز می

صورت الگوي نردبانی شکل قابل مشاهده است  

)Jeong et al., 2014 .( اگرچه روشLAMP  در

هاي زیادي ایران و جهان براي شناسایی ویروس

 Potato leafroll virus)PLRV) (Ahmadiمانند

et al., 2012; Almasi et al., 2012b(،Potato 

virus Y)PVY) (Almasi & Dehadadi, 

2013(،Curly top virus)CTV) (Almasi et al., 

2013a( ،Tomato yellow leaf curl virus

)TYLCV) (Almasi et al., 2013b(،Beet curly 

top virus)BCTV) (Almasi et al., 2014( ،

Grapevine fanleaf virus)GFLV) (Almasi, 

Japanese yam mosaic virusو ) 2015

)JYMV) (Fukuta et al., 2003 ( به کار گرفته شده

است؛ اما از آنجایی که تاکنون کارآیی آن در شناسایی 

در این پژوهش بررسی نشده است، LMVویروس 

-ICو  RT-LAMPهاي براي اولین بار ارزیابی روش
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RT-LAMPاي با رنگ بر پایه تشخیص مشاهده

جهت تشخیص ویروس ) HNB(بلو نفتولهیدروکسی

  .مذکور انجام شد

  

  هاروش مواد و

  هابرداري و انتخاب نمونهنمونه

که از اواخر فصل بهار و اوایل هایی برداريدر نمونه

از سطح مزارع1394- 95فصل تابستان سال زراعی 

 38کاهوکاري استان کردستان صورت گرفت، تعداد 

نمونه برگی از گیاهان با علایم آلودگی ویروسی 

، شامل موزاییک، زردي، کوتولگی، کاهش رشد

ها و عدم تولید تاج طبیعی  بدشکلی و پیچیدگی برگ

ها در نمونه. انتخاب و به آزمایشگاه منتقل شد

طور جداگانه و با ذکر شماره هاي پلاستیکی بهکیسه

هاي برداري جهت انجام آزمونو محل نمونه

سرولوژیکی و مولکولی تمیز و قطعه قطعه شد و در 

  .ي شدندگراد نگهداردماي چهار درجه سانتی

  
DAS-ELISAآزمون سرولوژیک 

ها، آزمون ویروسی در نمونه جهت بررسی وجود آلودگی

اي سرم چندهمسانهبا استفاده از آنتی) ELISA(الایزا 

LMV)Bioreba, Suisse, No.160512, 

No.160522(  و بر اساس روش توصیفیClark 

and Adamبادي به روش ساندویچ دو طرفه آنتی

)DAS-ELISA (از گرم  1/0در ابتدا مقدار. انجام شد

لیتر بافر عصارهبرگی در هاون چینی با یک میلینمونه 

عصاره حاصل تا زمان ریختن در و  گیري گیري، عصاره 

IgGسپس .هاي پلیت در یخچال نگهداري شدچاهک

موردنظر به نسبت توصیه شده توسط کمپانی سازنده 

میکرولیتر  100مقدار در بافر پوششی رقیق و ) 1000/1(

پلیت به مدت چهار . هاي پلیت ریخته شدآن در چاهک

گراد درجه سانتی 37خانه در دماي گرمساعت در 

هر بار به مدت (تخلیه و سه بار  آن پس از و نگهداري

پس از خشک . با بافر شستشو شسته شد) سه دقیقه

هاي شاهد همیکرولیتر از نمون 100کردن کامل پلیت،

شاهد ، )Bioreba, Suisse, No.160553(مثبت

و )Bioreba, Suisse, No.180043(منفی

ا هدر چاهک هاي از قبل تهیه شدههاي نمونهعصاره

لازم به ذکر است به منظور جلوگیري از . ریخته شد

هاي حواشی پلیت با آب ها، چاهک تبخیر در نمونه

ل استریل پر شد و روي پلیت با پوشش پلاستیکی استری

 دماي پلیت موردنظر به مدت یک شب در. پوشیده شد

روز بعد پلیت به . گراد قرار گرفتچهار درجه سانتی

روش ذکر شده در قبل شسته و این بار پس از خشک 

بادي میکرولیتر از آنتی 100کردن کامل پلیت، 

اي متصل شده به آنزیم آلکالین فسفاتاز چندهمسانه

ها اضافه و  به چاهک Conjugateرقیق شده در بافر

درجه  37پس از آن پلیت به مدت چهار ساعت در دماي 

پس از شستشو و . قرار داده شد گرمخانهگراد در سانتی

گرم پارانیتروفنیل  میلی5/6مقدار ،خشک کردن پلیت

در فسفات را که سوبستراي آنزیم آلکالین فسفاتاز است

 100دازه لیتر بافر سوبسترا حل کرده و به ان میلی 5/6

براي مشاهده . میکرولیتر از آن به هر چاهک اضافه شد

درجه  37گرمخانه و در دمايتغییر رنگ پلیت در 

دقیقه  45الی  30پس از گذشت . گراد قرار گرفتسانتی

ا با چشم غیرمسلح بررسی و هتغییر رنگ چاهک

  .مشاهده شد

  
هاي آلودهاز برگکل RNAاستخراج 

در  RT-LAMPش مولکولیبه منظور ارزیابی رو

 و مقایسه آن با روش الایزا، LMVتشخیص ویروس 

آوري هاي جمعکل از تمامی نمونهRNAاستخراج

& Rowhaniشده به روش  Stace-Smith

رسوب در پایان مرحله استخراج، . انجام شد، )1979(

DEPCمیکرولیتر آب تیمار شده با  50در  صلحا

درجه  - 70دماي حل شد و در ) سیناژن، ایران(

.گراد تا قبل از استفاده قرار گرفتسانتی

  
طراحی آغازگرها

بر  هاي مولکولیآزمونطراحی آغازگرها جهت انجام 
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ویروس موردنظر  )CP(پوشش پروتئینی اساس ژن 

با  و) Genbank: U24669.1با شماره شناسایی(

PrimerExplorer V5برخط  استفاده از نرم افزار

). https://primerexplorer.jp/e(گرفت صورت

براي مشخصات آغازگرهاي طراحی شده 1جدول 

LMV دهدرا نشان می.  

اي از چهار گردد مجموعهطور که مشاهده میهمان

کنند، آغازگر که شش ناحیه از ژن هدف را شناسایی می

این آغازگرها . فعالیت دارند RT-LAMPدر واکنش 

) BIP(پسرو  و) FIP(و پیشر دو آغازگر داخلی عبارتند از

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

آغازگرهاي داخلی یک دنباله چهار نوکلئوتیدي

)TTTT( آغازگرهاي ،F2  وF1c ) در آغازگرFIP ( و

را به هم ) BIPدر آغازگر (B1cو  B2آغازگرهاي 

گاهی اوقات در برخی از موارد طراحی . کندمتصل می

رها با استفاده از نرم افزار، امکان طراحی آغازگ

نیز وجود دارد که این ) LFو  LB(آغازگرهاي حلقوي 

بستگی به طول قطعه انتخاب شده از ژن هدف و فاصله 

 ,.Haghnazari et al(بقیه آغازگرها از همدیگر دارد 

2011; Nagamine et al., 2002(.  

  
RT-LAMPآزمون 

ه بهینه سازي شرایط و قبل از شروع واکنش، اقدام ب

با  RT-LAMPگذار بر واکنش تأثیربرخی از مواد 

به همین جهت . استفاده از نمونه شاهد مثبت گردید

 10(و زمان ) گراددرجه سانتی 70تا  55(واکنش در دما 

هاي مختلفی از متفاوت و نیز غلظت )دقیقه 120تا 

dNTP، )مولارمیلی 10تا  05/0(موادي مانند بتایین 

Bstآنزیم، )مولارمیلی 15/0تا  01/0( DNA  پلیمراز  

  

) مولارمیلی 15/0تا  01/0(MgSo4و ) واحد 15تا  1(

پس از بهینه سازي شرایط واکنش، . بهینه و انجام شد

اي همزمان و یک مرحله طور بهRT-LAMPواکنش 

بر روي لولهدر یک و به عنوان الگو  RNAبا استفاده از 

کل در  RNAمولار میلی 2/0ابتدا  .شد انجامها نمونه

گراد به مدت سه دقیقه قرار درجه سانتی 75دماي 

ها بلافاصله بر روي یخ قرار داده و بعد از اتمام، لوله

میکرولیتر  25داده شد و واکنش در حجم نهایی 

، )سیناژن، ایران(dNTPمولار میلی 08/0حاوي 

RNasinمولار میلی DDT ،02/0مولار میلی 05/0

)Fermentas, USA, No.EO0381( ،02/0 

مولار آغازگر میلی B( ،02/0(مولار آغازگر پسرو میلی

 Buffer RT (5X) ،2مولار میلی F( ،5/0(پیشرو 

AMVواحد آنزیم  RT  پلیمراز)Fermentas, 

USA, No.EP0641( ،06/0 آغازگر مولار میلی

FIP ،06/0 آغازگر مولار میلیBIP ،02/0 مولار میلی

 B3 ،05/0آغازگر مولار میلی F3 ،02/0آغازگر 

 MgSO4،1/0مولارمیلی 05/0،مولار بتایینمیلی

،)HNB)Lemongreen, Chinaمولار رنگ میلی

واحد  4وBuffer Bst (10X)مولارمیلی 1/0

Bstآنزیم DNA   پلیمراز)New England 

Biolabs, UK( ، گراد به درجه سانتی 62در دماي

به . ادامه یافتدر یک بلوك حرارتی دقیقه  90مدت 

 تغییر رنگها خارج گشت و لولهمحض اتمام واکنش 

 5همچنین .دشحاصل از واکنش مثبت مشاهده 

درصد  1محصول در ژل آگارز میکرولیتر از 

 Gelآمیزي با دستگاه الکتروفورز و پس از رنگ

documentation مدلBio-Doc)Biometra, 

Germany(شد بررسی.  

  LMVویروسپروتئینپوششژنتکثیریرايشدهطراحیآغازگرهاي. 1جدول
Primer Position Length Sequence (5-3)

F3 197-220 24 nt TTTAAACCTTGATCATTTGCTGGA
B3 425-448 24 nt ATGGGTTTTAGAGCATATTCTACT

FIP (F1c and F2) 286-305 and 
245-264

45 nt GTCATTCTTAACCCCGTCGTTTTTTAT
CGAACACACGTGCAACCC

BIP (B1c and B2) 328-347 and 
375-384

45 nt TGCAATTAATTCTTAACGGATTTTTCC
ATTTATATTCGGGGATGT
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  IC-RT-LAMPآزمون 

ترکیبی از دو روش الایزا  IC-RT-LAMPآزمون 

)ELISA ( وRT-LAMP  است که در آن نیازي به

این آزمون . باشدنمی) RNA(استخراج اسیدنوکلئیک

در مرحله اول مانند روش . شامل دو مرحله اصلی است

موردنظر به IgGمیکرولیتر 100مقدار  الایزا، ابتدا

به مدت چهار ساعت در اضافه و هاي پلیت چاهک

. شد گراد نگهداريدرجه سانتی 37گرمخانه در دماي

 100پس از شستشو و خشک کردن کامل پلیت،

 ,Bioreba(هاي شاهد مثبتهنمیکرولیتر از نمو

Suisse, No.160553( ،شاهد منفی)Bioreba, 

Suisse, No.180043(هاي هاي نمونهو عصاره

پلیت موردنظر . ا ریخته شدهدر چاهکآوري شده جمع

گراد قرار چهار درجه سانتی دماي به مدت یک شب در

-RTمشابه روش ) در روز بعد(مرحله دوم . گرفت

LAMP پلیت شسته شود به این صورت کهمی انجام 

مخلوطی از و این بار پس از خشک کردن کامل،  شده

 100در حجم نهایی  RT-LAMPمواد واکنش 

سیناژن، (dNTPمولار میلی 08/0میکرولیتر حاوي 

مولار میلی DDT ،02/0مولار میلی 05/0، )ایران

RNasin)Fermentas, USA, No.EO0381( ،

مولار میلی B( ،02/0(آغازگر پسرو مولار میلی 02/0

، Buffer RT (5X)مولار میلی F( ،5/0(آغازگر پیشرو 

AMVواحد آنزیم  2 RT  پلیمراز)Fermentas, 

USA, No.EP0641( ،06/0 آغازگر مولار  میلیFIP ،

آغازگر مولار میلی BIP ،02/0آغازگر مولار میلی 06/0

F3 ،02/0 آغازگر مولار میلیB3 ،05/0 مولار لیمی

مولار میلی MgSO4،1/0مولارمیلی 05/0،بتایین

 HNB)Lemongreen, China(،1/0رنگ 

Bstآنزیمواحد  4وBuffer Bst (10X)مولارمیلی

DNA   پلیمراز)New England Biolabs, UK ( به

گراد به مدت درجه سانتی 62در دماي پلیت اضافه شد و 

انجام واکنش  در یک بلوك حرارتی جهتدقیقه  90

ها،  به منظور جلوگیري از تبخیر در نمونه .قرار داده شد

هاي حواشی پلیت با آب استریل پر و روي پلیت چاهک

به محض . با پوشش پلاستیکی استریل پوشیده شد

حاصل از واکنش مثبت  تغییر رنگاتمام واکنش 

محصول در ژل میکرولیتر از  5همچنین .دشمشاهده 

  . شد بررسی کتروفورز ودرصد ال 1آگارز 

  
  هابررسی حساسیت و اختصاصیت آزمون

هاي به کار به منظور مقایسه و ارزیابی حساسیت آزمون

تا  1010از (، رقت هایی LMVگرفته شده در تشخیص 

هاي مثبت تشخیص داده از عصاره یکی از نمونه) 101

  ، DAS-ELISAهاي شده، تهیه شد و آزمون

RT-LAMP  وIC-RT-LAMP بر اساس آن انجام

هاي همچنین به منظور تعیین اختصاصیت روش. شد

PLRVهايها با ویروسمذکور، تمامی روش

)Almasi et al., 2012b(،PVY)Almasi &

Dehadadi, 2013( ،CTV)Almasi et al., 

2013a( ،TYLCV)Almasi et al., 2013b(،

BCTV)Almasi et al., 2014(،GFLV

)Almasi, 2015(،AMV)Almasi, 2016 ( و

BNYVV)Almasi & Almasi, 2016 ( نیز انجام

  .شدند

  

  نتایج و بحث

هاي در آزمون سرولوژیک الایزا، آلودگی نمونه

آوري شده از مزارع کاهو استان کردستان به جمع

ات مشاهد. ویروس موزاییک کاهو مورد تأیید قرار گرفت

ها نشان دهنده غلظت با توجه به رنگ نمونه چشمی

به علت وضوح بالاي بود وهاآن در بالاي ویروس

 ELISAنیازي به استفاده از دستگاه  تغییر رنگ، عملاً

Reader نتایج آزمون . نبودDAS-ELISA  بر روي

آوري نمونه جمع 38هاي کاهو نشان داد که از نمونه

به این ویروس آلوده ) درصد 5/10(نمونه  4شده تعداد 

اي که از قبل اختصاص داده ند که بر اساس شمارهبود

، )از شهر سنندج(LMV18هاي شده بود با نام

LMV21)از شهر کامیاران( ،LMV28  وLMV29

  .)a1شکل (نامگذاري شدند) از شهر سقز(
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و  4G ،5D ،6Eهاي نمونه شاهد منفی، چاهک: 7Gنمونه شاهد مثبت، چاهک : 7Fچاهک. نتایج آزمون الایزا) a. 1شکل

6F هاي نمونه: به ترتیبLMV18 ،LMV21 ،LMV28  وLMV29 هستند .b ( موقعیت قرارگیري آغازگرهاي طراحی

: Nنمونه شاهد مثبت، : RT-LAMP .Pنتایج حاصل از بهینه سازي واکنش ) c). پوشش پروتئین(شده بر روي ژن هدف 

  .هستند bp100مارکر : Mنمونه شاهد منفی و 

  

برداري شده، بیشترین بین مناطق نمونهدر 

 آلودگی مربوط به شهر سقز بود، با این وجود آلودگی

در شهر سنندج و کامیاران نیز مشاهده گردید اما هیچ 

در سایر مناطق  LMVآلودگی به ویروس 

این نتایج نشان از . شده مشاهده نگردید بردارينمونه

شته گسترش ویروس در سطح استان در چند سال گذ

دارد و یکی از علل آن استفاده از بذور آلوده به 

در روش . باشدویروس توسط کشاورزان منطقه می

و دقت  RNAعدم نیاز به استخراج  الایزا، علیرغم

 بهبادي اتصال آنتی که ناشی ازبالاي تشخیص

داراي اشاره کرد که این روش  باید،ژن استآنتی

سرم، آنتیهیه هزینه بالاي تهایی مانند محدودیت

و نیاز به دقت بالا در انجام مراحل  بر بودنزمان

  .است

بعد از طراحی آغازگرها که موقعیت قرارگیري آنها 

نشان داده شده است،  b1بر روي ژن هدف در شکل 

نتایج حاصل از . اقدام به بهینه سازي واکنش شد

نشان داد که هر  RT-LAMPبهینه سازي واکنش 

گراد تکثیر درجه سانتی 60یا  و 59چند در دماي 

گیرد اما دماي بهینه براي انجام واکنش از صورت می

باشد و الگوي نردبانی گراد میدرجه سانتی 63تا  61

درجه  66تا  64شکل بهتري دیده شد و از دماي 

شود تا اینکه در گراد به مرور واکنش کمتر میسانتی

متوقف گراد و بالاتر واکنش درجه سانتی 67دماي 

این ویژگی ناشی از دماي فعالیت ). c1شکل (شود می

) Bst)Bacillus stearothermophilusآنزیم

DNA دماي بهینه فعالیت آنزیم . باشدپلیمراز می

گراد گزارش شده درجه سانتی 63تا  60همواره بین 
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گراد آنزیم درجه سانتی 65است و در دماي بالاي 

 ;Notomi et al., 2000(شود غیرفعال می

Boubourakasa et al., 2009; Almasi et al.,.

2013f .( آمده  دست بههمچنین بر اساس نتایج

در واکنش مانند بتایین،  مؤثربهینه مواد غلظت 

dNTP ،MgSO4 مولار، میلی 05/0ترتیب و آنزیم به

 دست بهواحد  4مولار و میلی 05/0مولار،میلی 08/0

با زمان واکنش مشخص در رابطه ). c1شکل (آمد

ولی  شودمیدقیقه شروع  70شد که واکنش از زمان 

 90براي تکمیل فرآیند تکثیر نیاز به زمانی بالغ بر 

علت این امر به یک ). c1شکل (دقیقه است 

در . گرددبرمی RT-LAMPاي بودن واکنشمرحله

دقیقه اول صرف واکنش رونویسی  60این واکنش 

همراه با فعالیت آنزیم  می گردد که)  RT(معکوس 

AMV RT  دقیقه نهایی مربوط به  30پلیمراز است و

Bstو فعالیت آنزیم  LAMPانجام واکنش  DNA 

واکنشسازي، بعد از آزمون بهینه. باشدپلیمراز می

RT-LAMP  با استفاده ازRNA استخراجی تمامی

واکنش مثبت با و به عنوان الگو انجام شدها نمونه

ها و مشاهده تغییر رنگ از بنفش به ولهخارج کردن ل

نتایج پژوهش ).a2شکل (آبی آسمانی تأیید شد 

اي با استفاده از حاضر نشان داد که تشخیص مشاهده

هاي گران ، نیاز به استفاده از دستگاهHNBرنگ 

و مواد خطرناك ) مانند ژل داك و الکتروفورز(قیمت 

این مسئله کند که خود را حذف می) اتیدیوم بروماید(

جویی در هزینه و زمان سبب ایمنی، سهولت، صرفه

شود که با نتایج مشابه سایر پژوهشگران مطابقت  می

). Ahmadi et al., 2012; Almasi, 2016(دارد 

همچنین با بردن محصول واکنش بر روي ژل آگارز 

درصد و الکتروفورز آن، الگوي نردبانی شکلی دیده  1

هاي مختلف عات با اندازهشد که ناشی از تولید قط

  ). b2شکل (است 

نمونه  38در این روش نیز مانند الایزا از بین 

از . نمونه مثبت شناسایی شد 4آوري شده جمع

آنجایی که آغازگرهاي طراحی شده اختصاصی هستند 

کنند، امکان و با همدیگر در تولید محصول عمل می

تولید قطعات غیراختصاصی در این واکنش وجود 

  اي و داشته و بنابراین تشخیص مشاهدهن

  الگوي نردبانی تأییدي مطمئن در واکنش

RT-LAMP  هستند)Nagamine et al., 2002; 

Almasi et al., 2013e .( تنها سختی انجام روش

RT-LAMP نیاز به استخراج ،RNA باشد، می

بنابراین پژوهشگران جهت غلبه بر آن اقدام به 

عدم نیاز به استخراج (لایزا استفاده از مزیت روش ا

RNA ( و ترکیب کردن دو روش الایزا و  

RT-LAMP  کردند و روشی نوین با نام  

IC-RT-LAMP  را ایجاد نمودند که در برگیرنده

& Almasi(مزایاي هر دو روش بود  Dehabadi, 

2013; Almasi et al., 2013c; Almasi &.

Almasi,   در پژوهش حاضر این روش ). 2016

شد و با کارگرفته به LMVهت تشخیص ویروس ج

طور که  همان. دو روش قبلی مقایسه و ارزیابی گردید

نیز  IC-RT-LAMPگردد، مشاهده می c2در شکل 

آمیزي طور موفقیت مانند دو روش قبلی توانست به

  . هاي آلوده به ویروس را شناسایی کندنمونه

 جهت اطمینان از صحت واکنش، نتایج بر روي ژل

در این ). d2شکل (آگارز نیز مشاهده و تأیید شد 

روش به دلیل اینکه واکنش به صورت مستقیم و با 

استفاده از عصاره گیاهی انجام شده است، الگوي 

 RNAنردبانی در مقایسه با حالتی که استخراج 

تر کمی متفاوت) RT-LAMP(گیرد صورت می

ه نتایج مقایسه و ارزیابی هر س 2جدول . باشدمی

را نشان  LMVروش انجام شده در تشخیص 

  . دهدمی

نتایج آزمون حساسیت نشان داد که دو روش

RT-LAMP  وIC-RT-LAMP ،100  102(برابر (

شکل (هستند  DAS-ELISAتر از روش حساس

a3 ( ولی با این وجود هر سه روش در تشخیص

LMV کنند و  به صورت اختصاصی عمل می

  ).b3شکل (اختصاصیت صددرصدي دارند 
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در آزمون  HNBنتایج حاصل از اضافه کردن رنگ ) LAMPaهاي مختلف آزمون نتایج حاصل از ارزیابی روش. 2شکل

RT-LAMPb( نتایج حاصل از الکتروفورز بر روي ژل آگارز در آزمونRT-LAMPc ( نتایج حاصل از اضافه کردن

خطوط . IC-RT-LAMPالکتروفورز بر روي ژل آگارز در آزمون  نتایج حاصل از)IC-RT-LAMPdدر آزمون   HNBرنگ

: Nنمونه شاهد مثبت، : LMV29 ،Pو  LMV18 ،LMV21 ،LMV28هاي نمونه: به ترتیب 29و  28، 21، 18هاي و لوله

به  6Fو  4G ،5D ،6Eهاي نمونه شاهد منفی، چاهک: 7Gنمونه شاهد مثبت، چاهک : 7Fنمونه شاهد منفی، چاهک

  .هستند bp100مارکر : M، و LMV29و  LMV18 ،LMV21 ،LMV28هاي نمونه: ترتیب
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  همدیگرباLMVویروستشخیصدرشدهکارگرفتههبمختلفهايآزمونمقایسه. 2جدول

Assay
Detection 
method

Safety
Apply 
UV ray

Apply detect
instruments

Cost
User 

Friendly

Need to 
RNA 

extraction
DAS-ELISA Visual Yes No Yes High Low No

RT-LAMP
Gel

Electrophoresis
No Yes Yes Low high Yes

IC-RT-LAMP
Gel

Electrophoresis
No Yes Yes High Very high No

Colorimetric 
RT-LAMP

Visual Yes No No
Very 
low

high Yes

Colorimetric 
IC-RT-LAMP

Visual Yes No No High Very high No

  

به دلیل  LAMPتوان گفت که روش در کل می

هاي ممتاز خود از جمله سادگی، سرعت، ایمنی، ویژگی

اختصاصیت بالا، حساسیت بالا و هزینه پایین تاکنون 

هاي توانسته از جایگاه برتري در مقایسه با دیگر روش

 ,.Boubourakasa et al(دشوتشخیصی برخوردار 

2009; Alamsi et al., 2012a .( با وجود تمامی

مزایاي ذکر شده براي این روش، باید گفت که این 

روش خالی از ایراد هم نیست و از معایب این روش 

اولاً این روش فقط : توان به این موارد اشاره نمودمی

جنبه تشخیصی دارد، ثانیاً قطعه تکثیرشده قابلیت 

آن نیاز به طراحی چندین  یابی ندارد و جهت تکثیرتوالی

هاي ویروس باشد و ثالثاً ممکن است جدایهآغازگر می

 Suzuki et al., 2006; Moradi(قابل ردیابی نباشند 

et al., 2014; Almasi et al., 2013d.(  
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یسه نتایج مقا) b) 101تا  1010از (هاي مختلف هاي مختلف در رقتنتایج مقایسه حساسیت آزمون) a. 3شکل

هاي نمونه: به ترتیب 9و  8، 7، 6، 5، 4، 3، 2، 1هاي چاهک، خطوط و لوله. هاي مختلفاختصاصیت آزمون

PLRV ،PVY ،CTV ،TYLCV ،BCTV ،GFLV ،AMV ،BNYVV  وLMV ،P : ،نمونه شاهد مثبتN :

  .هستند bp100مارکر : Mنمونه شاهد منفی و همچنین 

  

  سپاسگزاري

واحد تهران شمال و مدیریت  دانشگاه آزاد اسلامیاز

آوردن فراهمبرايجهادکشاورزي استان کردستان
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