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  چکیده
هم اکنون این . وسی مرکبات است که باعث خسارت فراوان در دنیا شده استیکی از مهمترین بیماریهاي ویر تریستزابیماري 

هاي مدیریت این بیماري است که  درمانی یکی از روشگرما. باشد کشور شایع می شمال از مناطق مرکبات کاري برخیبیماري در 
پیوند شده بر روي پایه سیترنج مسون ناول اصله نهال پرتقال رقم تا 36در این تحقیق مورد استفاده قرار گرفته است، بدین منظور 

ها به صورت دستی و از طریق پیوند،  ابتدا نهال. دهی بر روي حذف این ویروس در فیتوترون قرار گرفتندجهت مطالعه تاثیر گرما
رار گرفتن به منظور آمادگی جهت ق. تحت آزمون سرولوژیکی الایزا قرار گرفتندگیاهان آلودگی  آلوده شده و جهت اطمینان از

هفته در دماي  11تیمارها به صورت  ،و بعد از آنپیش تیمار شدند ) شب / روز (  35/30به مدت دو هفته در دماي ، در دماهاي بالا
آزمون الایزا صورت  ،پس از هر مرحله. گردیدند، اعمال  44/34روز در دماي  10و در نهایت  42/32هفته در دماي  2، 40/30

بعد از هر سه تیمار گرمایی و گذشت   درصد از گیاهان باقی مانده 25و در  ندها خشک شد عدد از نهال 12 ،ردر تیمار آخ. گرفت
  . آلودگی مشاهده نشدو تست گیاه محک  ، ایمونوپرینتینگتوسط آزمون الایزا ،سه ماه از تیمار آخر

    ، تریستزات گیاه محکسالم سازي، آزمون سرولوژیکی الایزا، ایمونوپرینتینگ، تس: کلمات کلیدي 
  

  مقدمه
در سطح جهان به عنوان یکی ترین عامل بیماریزاي ویروسی در مرکبات بوده و  به لحاظ اقتصادي ویروس تریستزاي مرکبات، مهم

 سیتروسجنس  ارقامممکن است در تعدادي از  تریستزاهمچنین ویروس   .)7( شود از مشکلات اصلی در تولید مرکبات قلمداد می
شده که افت شدید کیفیت و عملکرد میوه را به   1اي اي باشند، موجب فرورفتگی ساقه یا ساقه آبله نظر از آنکه روي چه پایه صرف

هاي حاصل از آنها به عوامل ویروسی و شبه ویروسی موجب  آلودگی درختان مرکبات مادري و پیوندك .) 3( .دنبال خواهد داشت
درختان، افت عملکرد، کاهش اندازه و تعداد میوه شده و مشکلاتی را در زمینه دریافت کاهش عمر متوسط و حتی مرگ و زوال 

یکی عنوان  بهگرمادرمانی . )9( مواد غذایی و گرفتن پیوند ایجاد کرده و در نهایت درخت را مستعد انواع تنش هاي محیطی می کند
به صورت موفقیت آمیزي توسط محققین مختلف به  وهاي مدیریت بیماریهاي ویروسی در مرکبات شناخته شده است  از روش

طور موفقیت  هاولین بار ب این روش براي .)11، 7، 4( هاي سالم به کار رفته است منظور حذف عوامل ویروسی و تشکیل کلون
بر  آزمایشات انجام شده .کار گرفته شد همرکبات ب و پسوروز از پیوندك تریستزاروس جهت حذف وی )5(گرنت  آمیزي توسط
، غلظت ویروس )گرمادرمانی (شوند  دهد هنگامی که گیاهان تحت دماي بالا قرار داده می ها و گیاهان میزبان نشان می روي ویروس

پروتیین هاي شوك "موسوم به نظریه این فرضیات یکی از . شود می ذکرمختلفی براي این پدیده  فرضیات.   )10( یابد کاهش می
هاي موجود گیاهی بازدارنده  گراد که براي سنتز غالب پروتیین درجه سانتی 35که در دماهاي بالاتر از  چنین گفته می شود "گرمایی

ي ویروس می آران ااین پروتیین هاي جدید موجب کاهش غلظت  وسري از پروتیین هاي جدید آغاز می شود  باشد، سنتز یک می
درمانی به کمک گرماهاي آلوده به ویروس  از نهال تریستزاز ویروس ي اهاي عار پیوندكتولید  امکان حاضر در تحقیق) 1(  شوند

 .بررسی شده است) فیتوترون( در اتاقک با دماي کنترل شده 

  
                                                
1 Stem pitting 
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  مواد و روشها
آلوده شده و جهت اطمینان  ،به صورت دستی و از طریق پیوند2پیوند شده بر روي پایه نارنج 1اصله نهال پرتقال رقم تامسون ناول 36

به فیتوترون موسسه تحقیقات مرکبات رامسر انتقال داده سپس جهت تیمار گرمادرمانی  ،تست الایزا قرار گرفتندمورد  از آلودگی
اصله نهال در نظر گرفته  12براي هر تیمار . گیاهان مربوط به هر تیمار دمایی، به طور جداگانه تحت شرایط گرم قرار گرفتند .شدند

و سه مرحله ) هفته دوبه مدت ، )شب –روز ( 35/30دماي (نی شامل یک مرحله پیش تیمار در این تحقیق مراحل گرمادرما.شد
جهت  .باشد می روز 10هفته و  2هفته،  11 :، به ترتیب طی سه بازه زمانی)شب –روز ( 44/34و  42/32، 40/30: تیمار هواي گرم

که براي تکثیر ویروس مطلوب می (درجه سانتیگراد  22/20 ماه در دماي 3گیاهان به مدت  از مراحل فوق، اطمینان از نتایج حاصله
بعد از به پایان رسیدن هر تیمار دمایی، گیاهان جهت بررسی وضعیت غلظت ویروس در مقایسه با دو نمونه  .، قرار گرفتند)باشد

 .استفاده شد 3بیورباشرکت  تساخدر این آزمون از کیت الایزا  .الایزا قرار گرفتند زمون سرولوژیکیآشاهد آلوده و سالم، مورد 
از  در انتهاي مراحل گرمادرمانی، .شد خوانده مترنانو 492و  405در دو طول موج  4توسط دستگاه الایزا ریدر نتایج مراحل آزمون

 کمک تیغ تیز برش عرضی داده شدند و بلافاصله نمونه هاي برگی از چهار جانب نهال هاي داخل فیتوترون گرفته و دمبرگ ها به
در خانه هاي ترسیم شده روي کاغذ نیتروسلولز، هر دو خانه متعلق به یک نهال . انجام شدروي کاغذ هاي نیتروسلولزي لکه گذاري 

غشاهاي سپس  .گردیداز لایم بذري و آلوده به ترتیب به عنوان شاهد منفی و مثبت استفاده . لکه ایجاد شد 4الی  3و در هر خانه 
در غلظت مشخص  ،قرار گرفته و بعد از سه بار شستشو 5آلبومین بووین% 1محلول  در معرض ویروسجهت تثبیت نیتروسلولزي 

، رنگ بنفش در لکه  6بعد از مدت کوتاهی از اضافه کردن محلول سوبسترا .و مجددا شسته شدند غوطه ور شدند آنتی بادي نشاندار
. .ماندندیکه کنترل منفی و نمونه هاي سالم بدون تغییر رنگ باقی هاي مربوط به کنترل مثبت و نمونه هاي آلوده دیده شد در حال

تر است  تر و ارزان نسبت به روش الیزا  سریعدلیل انجام این آزمون مقایسه نتایج آن با نتایج آزمون الایزا بود از آنجا که این روش 
از گذشت سه ماه از تیمار آخر  بعد نبات محک  تستدر   .در صورتی که نتایج آن با روش الایزا منطبق باشد قابل توصیه است.

  .معکوس بود تیو اجراي پیوند به صورت   7مو نبات محک مورد استفاده مکزیکن لایانجام شد 
 

  و بحث نتایج
تري  ، دماي مناسب44/34و  40/30نسبت به دماي) شب/ روز( 42/32که رژیم حرارتی شدبر اساس نتایج آزمون الایزا ، ملاحظه 

ها، در تعداد بیشتري از گیاهان غلظت ویروس کاهش یافته  باشد چرا که در کنار حفظ ساختار پروتئینی نهال ادرمانی میجهت گرم
 44/34در دماي  است افزایش یافته  ها تیتر آن چند ماه مجددا و پس از  از بین نرفتهبه طور کامل  ها ویروس ولی )درصد 91(است 

تنها (تواند به علت تاثیر روي آنزیم ها باشد با افزایش تیتر ویروس نیز روبرو هستیم  ها که می نهعلاوه بر خشک شدن تعدادي از نمو
شود که بعد از گذشت سه ماه و قرار گیري نهال ها  همچنین ملاحظه می ).درصد از نمونه ها تیتر ویروس کاهش یافته است 5/62در 

توسط آزمون الایزا، ، درصد از گیاهان باقی مانده 25در  نهات ،)دماي مناسب جهت تکثیر ویروس(  20/  22در دماي 
در این پژوهش، به منظور بالا بردن مقاومت گیاهان به دماهاي بالاتر تمام  .تست گیاه محک آلودگی مشاهده نشد ایمونوپرینتینگ و
جود پیش تیمار قبل از اعمال تیمارهاي قرار داده شدند، در تحقیقات مشابه و) شب / روز ( 35/30هفته در دماي  2نهال ها به مدت 

جهت غیر فعال نمودن ویروس ) شب  /روز (  32/  42همچنین در این تحقیق دماي ). 21و 1(گرمایی ضروري نشان داده شده است 

                                                
1  Citrus sinensis 
2 Citrus urantium 
3 BIOREBA 
4 Medispec ESR 200 Elisa plate Reader 
5 Albumin Buvin 
6BCIP-NBT  
7 Citrus aurantifolia L. 
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) شب  /روز ( گراد  درجه سانتی 40/  50تریستزا مناسب تشخیص داده شد و این در حالی است که در آزمایشات مشابه دماي نهایی 
درجه سانتی گراد  30/  40، دماي) 1(اند  تیمار دمایی صددر صد سالم سازي را گزارش کرده به مدت یک هفته به دنبال انجام پیش

) 26 ( هفته  25درجه سانتی گراد به مدت  38و دماي )  12( هفته  17درجه به مدت  37، دماي ) 7(هفته  8به مدت ) شب / روز ( 
هاي متفاوت و گاهی  دلیل وجود گزارش به. اند درصد در غیر فعال نمودن این ویروس کارآمد گزارش شده 50به میزان صفر تا 

علت . هاي محققان دیگر را اعمال نماییم تا به ترکیب دمایی مناسبتر برسیم متناقض در این تحقیق سعی کردیم ترکیبی از گزارش
بررسی ارقام مختلف از گونه پرتقال و یا پایه هاي به کار رفته باشد زیرا تحمل این تفاوت در نتایج به دست آمده می تواند به خاطر 

در نهایت از آنجا که گرمادرمانی زمینه مناسبی را در جهت کاهش غلظت ویروس فراهم می  .ها مختلف متفاوت است ارقام و پایه
و بالا بردن ) STG(کنار پیوند نوك شاخساره ، می توان از آن در )حتی اگر به طور کامل منجر به حذف ویروس نگردد( کند 

همچنین از آنجا که در میان روشهاي تشخیص ویروس، فنون مولکولی از محدوده . ضریب اطمینان از حذف ویروس، استفاده نمود
شود در بررسی  ، توصیه می)17و  5)( برابر دقیق ترند 100الی  10( ردیابی بسیار دقیق تري نسبت به فنون سرولوژیکی برخوردارند 

  .هاي تشخیص مولکولی استفاده گردد سازي، از روش هاي گرمادرمانی و سایر روشهاي سالم نتایج آزمون
  

  نتیجه گیري کلی
باشد که بسته به نوع گونه گیاهی و ویروس آلوده  هاي مرکبات مطرح می نهال هاي سالم سازي گرمادرمانی به عنوان یکی از روش

هاي  تفاوت در نتایج پژوهش. منجر به تولید نهال سالم گردد ) STG(ایی یا در کنار پیوند نوك شاخساره تواند به تنه کننده، می
هاي  کم بودن درصد نمونه. باشد میهاي متحمل به گرما  دیگر و نتایج این تحقیق بیانگر ضرورت انتخاب ارقام و پایه سایرین با یک

یروس و یا عدم کارایی این روش در حذف ویروس به تنهایی بوده و ضرورت استفاده ي شده بیانگر تفاوت در تیتر اولیه وزسالم سا
  هاي ترکیب روش گرمادرمانی و پیوند نوك شاخه میباشد  از روش
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Abstract 
 
Tristeza is one of the most important and devastating citrus viral disease in the world. There are many infected 
citrus planting areas in Iran. Thermotherapy is one of the tristeza management methods that was used in this 
study. Thus 12 thomson navel orange scions on soure orange rootstocks were placed in temperature controlled 
chamber (TCC) to investigate the effect of thermotherapy on elimination of Tristeza virus. At first, the scions 
were inoculated by grafting of infected buds and after six months tested by ELISA to ensurecontamination. 
Plants were placed in temperature of 35/30 0C (days/night) for two weeks (pre conditioning). Then they were 
incubated at higher temperatures including: 40/30, 42/32, 44/340C for eleven weeks, two weeks and 10 days, 
respectively. In the last temperature, four plants dried and in 25 percent of the remaining plants, there was not 
verified any infected by ELISA, Direct Tissue Blot Immunoassay and indicator plant tests after three months 
from the last experiment. 
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