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 چكيده
باشد و در ايران نيز مقام دوم  ) جزء شش گل برتر صادراتي در دنيا مي.Gladiolus spگل گلايل (

 ,Cucumber mosaic virusاست. ويروس موزاييك خيار ( بريده را به خود اختصاص داده ل شاخهتوليد گ

CMVهاي شايع گل گلايل است. از آنجاييكه گلايل به روش رويشي از طريق پداژه  ) از جمله ويروس
ي گلايل از ها رو كنترل ويروس شود. از اين نسل بعد منتقل مي آساني به شود، آلودگي ويروسي به تكثير مي

هاي كشت مريستم و كشت  يافتني است. در تحقيق حاضر روش طريق استفاده از گياهان مادري سالم دست
ين او كارايي  كار گرفته بهاز گياهان آلوده  CMVدرماني براي حذف  مريستم همراه با گرمادرماني و برق

درصد از گياهان  73يزا نشان داد كه با استفاده از آزمون الا CMVرديابي در مجموع د. شسهها مقايروش
درصد گياهان  42نشان دادكه  RT-PCRكه رديابي با آزمون شده عاري از ويروس بودند درحالي باززايي

 5/0اندازه در  شده يگرمادرمان عاري از ويروس شدند. بهترين نتيجه حذف ويروس از كشت مريستم
اين اولين گزارش از . ارشده عاري از ويروس شدندهان تيمي گيامتر بدست آمد كه در نتيجه همه ميلي

، بهترين نتيجه برق درماني از تيمار باشد از گياهان گلايل آلوده مي CMVدرماني براي حذف  كاربرد برق
-دقيقه به دست آمد. همچنين نتايج به 15به مدت همراه با كشت مريستم ميلي آمپر  15شدت جريان 

از گياهان  CMVبراي حذف  تريمناسب روشهمراه با كشت مريستم ني آمده نشان داد كه گرمادرما دست
 گلايل آلوده بود.

 .گلايل، ويروس موزاييك خيار، ويروس زدايي: هاي كليدي واژه
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 مقدمه
) متعلق .Gladiolus sp( گل زينتي گلايل

گونه است  180با بيش از  Iridaceaeبه خانواده 
ترين همهاي اصلاح شده آن از جمله م كه گونه

اي در دنيا  لپه گياهان زينتي شاخه بريده و تك
و جزء شش گل برتر صادراتي  رودبشمار مي

3TDubey & Singh, 2010(باشد  مي 3T( . در ايران نيز
پس از توليد گل گلايل اهميت زيادي داشته و 

بريده را به خود  گل رز رتبه دوم توليد گل شاخه
 ). Anonymous, 2010( دهداختصاص مي

 Cucumberويروس موزاييك خيار 

mosaic virus  متعلق به جنسCucumovirus  و
باشد. اين ويروس مي Bromoviridaeخانواده  

شود صورت ناپايا منتقل مي ته بهگونه ش 60توسط 
جنس  500گونه گياهي متعلق به  1300و بيش از 

ها، خانواده شامل انواع سبزي 100و بيش از 
هاي هرز و ساير گياهان را گياهان زينتي، علف

). علايم Duarte et al., 2013كند (آلوده مي
به استرين بستگي  بيماري ناشي از ويروس

آب و هوايي  شرايط و رقم گلايل بيمارگر،
و شامل موزاييك، كوتولگي، كلروز،  استمتفاوت

ها، شكستگي رنگ  هاي زرد در برگ رگه
ها، كاهش ميزان گلدهي و ريزبودن پداژه  گلبرگ

 ,.Duarte et al., 2013; Raizada et alباشد (مي

1989 .( 
معمولآ علايم  هاي بيمارگرها و باكتريقارچ

بنابراين  ،كنند مي  ادها ايج مشخصي روي پداژه
نگام كاشت شناسايي و حذف ههاي آلوده به پداژه

ها توسط  زاي آن شوند يا عوامل بيماري مي
دليل  شوند. به كش كنترل مي كش و باكتري قارچ

ويروسي روي  آلودگي عدم بروز علايم مشخص
ها مخفي  ويروس هاي گلايل، آلودگي به پداژه

تكثير علاوه، بشود.  ماند و سبب خسارت ميمي
است و  )پداژه(ارقام گلايل از طريق اندام رويشي 

ها از نسلي به نسل بعد منتقل و ويروس در نتيجه
باعث افزايش شدت خسارت بيماري از سالي به 

ي     ها شوند و همچنين انتقال پداژه سال ديگر مي
آلوده به ويروس به نقاط مختلف دنيا سبب اشاعه 

 ياهيگ مواد از استفاده ،نيبنابراشود. ويروس مي
 تيريمد  راه نيمؤثرتر و نيترمناسب سالم

از جمله  و رود يم شمار به يروسيو هاييماريب
هاي تكثيري عاري  هاي رايج در توليد اندام روش

از ويروس كشت مريستم، گرمادرماني و كشت 
  مريستم همراه با گرمادرماني و برق درماني است.

-منظور حذف ويروساز روش كشت مريستم به 

شده  استفاده هاي متنوعيهاي مختلفي از ميزبان
 هاي مثال براي حذف ويروس عنواناست به

 ,Sugarcane mosaic virus) يك نيشكرموزاي

SCMV)، موزاييك سورگوم ويروس (Sorghum 

mosaic virus, SrMV)،  ويروس موزاييك
 Sugarcane streak mosaic) اي نيشكر  رگه

virus, SCSMV) ويروس زردي برگ نيشكر و 

(Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV)  از
)، حذف Cheong et al., 2012گياه نيشكر آلوده (

 Alstromeriaويروس موزاييك آلسترومريا (

mosaic virus, AIMV) ازگياه آلسترمريا (Fuji 
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et al., 2005 و حذف ويروس برگ بادبزني مو (
(Grapevine fanleaf virus, GFLV)  از دو رقم

 ,.Salami et alانگور ايراني (سياه و بي دانه) (

روش كشت مريستم  ) استفاده شده است.2005
هاي تكثيري  از اندام CMVانتهايي براي حذف 

گلايل توسط محققين مورد استفاده 
است كه سبب حذف ويروس از اين  گرفته قرار

 ;Lilien-kipnis et al., 1997گياهان شده است (

Selvarajan et al., 1999; Mangal et al., 
2003 .( 

استفاده از روش گرمادرماني توامَ با كشت 
مريستم انتهايي سبب حذف ويروس موزاييك 

 ,.Sharifi Nezamabad et al( از گلايل زرد لوبيا

 سيب لكه سبزرد برگ )، حذف دو ويروس2015
)Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV( و 

 Apple stem grooving( قه شياري سيبسا

virus, ASGV (از درختان دانه ) دارWang et 

al., 2006 حذف ويروس ابلقي ميخك ،(
)Carnation mosaic virus, CarMV (
)Sepahpour et al., 2009هاي  )، حذف ويروس

و نقش  )Plum pox virus, PPVآبله آلو (     ساقه
 Prunus necroticداران ( حلقوي نكروتيك هسته

ring spot virus, PNRSV( ( 3TManganaris et 

al., 20033T) حذف  وPPV  از زردآلو
)Koubouris et al., 2007.از روش  ) شده است

گرمادرماني توامَ با كشت مريستم انتهايي جهت 
 هايعاري از ويروسگلايل توليد گياهان 

موزاييك زرد لوبيا و موزاييك خيار 
ي گلايل پس از     ها است، پداژه شده  استفاده

درجه سلسيوس،  50ي با آب گرم گرمادرمان

متر جدا شد و    ميلي 5/0- 7/0در اندازه  مريستم
با تركيبات هورموني ويژه  MS2/1كشت  در محيط

كشت شدند. اين روش در حذف هر دو ويروس 
 100تا  80مؤثر عمل كرده است و سبب حذف 

 ,.Mangal et al( درصد گياهان حاصل شده است

2003 .( 
درماني توامَ با كشت رقاستفاده از روش ب

مريستم سبب حذف ويروس اي سيب زميني 
)Potato virus A, PVAزميني  ) و واي سيب
)Potato virus Y, PVY) (Emami Meybodi et 

al., 2011) حذف ويروس اي انگور ،(Grapvine 

virus A, GVA از انگورهاي آلوده به اين (
از  PVY)، حذف Bayati et al., 2011ويروس (

 )، حذفAlmaarri et al., 2012زميني ( يبس

 ,Potato virus X( ويروس ايكس سيب زميني

PVX( سيب زميني از)3TGonzales et al., 20043T( 
آلوده به اين هاي  از ميخك CarMVحذف و

از  است. ) شدهSepahpour et al., 2009ويروس (
از گلايل  CMVاين روش تا كنون براي حذف 

 است.نشدهاستفاده
آن   با توجه به اهميت گل گلايل، آلودگي 

به ويروس موزاييك خيار و نحوه تكثير اين گل، 
ي عاري از ويروس و ارائه آن به     ها توليد پداژه

امري ضروري است.  گياهگل و دهندگان پرورش
رو هدف از انجام تحقيق حاضر مقايسه  از اين
، كشت كشت مريستم انتهايي هايروش كارآيي

كشت مريستم   مريستم همراه با گرمادرماني و
حذف ويروس موزاييك  برايدرماني  همراه با برق

 باشد. گلايل مي گياه خيار از
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 ها مواد و روش

 هاي گياهي آلوده نمونه
از  1391هاي تير تا آبان سال  ي ماهط
ي     ها هاي پاكدشت و مراكز توزيع پداژه گلخانه

برداري  هاي تهران و البرز نمونه گلايل در استان
كاملاَ تصادفي انتخاب و در      ها شد. پداژه انجام
نسبت مساوي خاك حاوي هاي پلاستيكي  گلدان

درجه سلسيوس  18-23و ماسه كاشته و در دماي 
 شدند.داري گهن
 

 Enzyme-linked)آزمون اليزا

immunosorbent assay)  
براي رديابي ويروس آزمون سرولوژيكي به 

سرم  روش اليزا غيرمستقيم با استفاده از آنتي
اي (تهيه شده از مركز تحقيقات  چندهمسانه

هاي ويروسي غلات، دانشگاه شيراز) با  بيماري
منظور انجام گرفت. براي اين  1:1000رقت 

يكدهم گرم از برگ هر نمونه گياه، كنترل منفي و 
 استخراج مثبت در سه ميلي ليتر بافر  كنترل

گيري شد. هفتادوپنج ميكروليتر از عصاره  عصاره
ميكروليتر از بافر پوششي در  25گياهي به همراه 

با سه چاهك  ريخته شد.هاي تشتك اليزا  چاهك
ت يك شد و تشتك به مد پرگيري  بافر عصاره

شب در دماي چهار درجه سلسيوس نگهداري 
شو توسط  و ها و شست از تخليه چاهك شد. پس

 Blocking) ميكروليتر بافر حائل 100،  بافر

buffer)   به هر چاهك اضافه شد و به مدت دو
درجه سلسيوس نگهداري  37ساعت در دماي 
 انجامشو مانند مرحله قبل  و شد. سپس شست

 1:1000اي به نسبت  همسانهسرم چند گرفت. آنتي
 100و به ميزان  رقيق شد بافر كانجوگيتدر 

ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد. در اين مرحله 
درجه  37تشتك به مدت چهار ساعت در دماي 
شو مانند   و سلسيوس نگهداري شد. سپس شست

مراحل قبل انجام و آنتي بادي متصل شده به 
ه آنتي بادي ثانوي فسفاتاز به عنوان آنزيم آلكالين

(Goat anti-rabbit-IgG-alkaline phosphatase 
conjugate)  در بافر كانجوگيت  1:7500به نسبت

ميكروليتر به هر چاهك  100و به ميزان  رقيق شد
اضافه شد و تشتك به مدت دو ساعت در دماي 

درجه سلسيوس نگهداري شد. سپس  37
ر شو مانند مراحل قبل انجام گرفت. د و شست

فسفات  گرم پارانيتروفنل ميلي 10 مرحله بعد
 10فسفاتاز در       سوبستراي آنزيم آلكالينعنوان  به

 100و به مقدار ليتر بافر سوبسترا حل  ميلي
ميكروليتر از آن به هر چاهك اضافه شد. براي 

دقيقه يكبار به  15بررسي نتايج آزمون اليزا هر 
ا در ه مدت يك ساعت ميزان تغيير رنگ چاهك

 با دستگاه اليزا خواننانومتر  405طول موج 

Anthos 2020  اندازه گرفته  ساخت كشور اتريش
هايي كه ميزان جذب نوري آنها بيش  شد. چاهك
هاي كنترل  جذب نوري چاهكميانگين از دوبرابر 

منفي (گياه عاري از ويروس) بود، به عنوان نمونه 
 .)Dijkstra & Jager,1998( مثبت تلقي شدند
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-اي پليواكنش زنجيره - معكوس بردارينسخه

 Reverse transcription polymerase)مراز 

chain reaction, RT-PCR) 
) Total RNAاي كل ( ان جهت استخراج آر

 باهاي گلايل حاصل از كشت مريستم  از برگ
سيناژن (تهران،  RNX-Plusاستفاده از محلول 

با  ندهايران) بر اساس دستوالعمل شركت ساز
يكدهم گرم از  شد؛ به شرح زير انجام تغييراتي 

 ليتريك ميلي پودر، سپس بافت برگ در ازت مايع
و پس از تكان دادن،  اضافه  RNX-Plus محلول

ميكروليتر فنل اشباع به آن اضافه شد. بعد از  400
با به مدت يك دقيقه  ها مخلوط كردن، نمونه

 نشينروشدند،   فيوژسانتريدور  13000سرعت 
ميكروليتر فنل  200به ميكروتيوب جديد منتقل و 

 نمونهميكروليتر كلروفرم به هر  200اشباع و
ها به مدت  اضافه شد. پس از مخلوط كردن، نمونه

شد،  فيوژسانتريدور  13000با سرعت يك دقيقه 
 400به ميكروتيوب جديد منتقل و  رونشين

ميكروليتر كلروفرم به آن اضافه شد. مجددا 
با سرعت و به مدت يك دقيقه ها مخلوط  مونهن

 لولهبه  رونشينوژ شدند، يسانتريفدور  13000
اتانول فاز رويي حجم  دو برابرجديد منتقل و 

فريزر اضافه شد و به مدت يك شب در  سرد
به  دار وژ يخچاليها در سانتريف شد، نمونه دارينگه

و در دماي دور  13000با سرعت دقيقه  10 مدت
شدند و سپس  فيوژسانتريدرجه سلسيوس چهار 

درصد  70 سرد اتانول ميكروليتر 500با 
وشو شد، پس از خشك كردن رسوب در  شست
ميكروليتر آب  25درجه سلسيوس   37دماي 

درجه  55دقيقه در دماي  10اضافه شد و به مدت 

شد. آر ان اي استخراج شده تا  سلسيوس قرارداده
درجه سلسيوس  70زمان استفاده در دماي منفي 

استخراج شده با كمك  اي ان آر داري شد.نگه
 cDNAآغازگرهاي اختصاصي براي ساخت 

 با cDNA ساختمكمل) استفاده شد.  اي ان (دي
 hyperScript RT premix كيت از استفاده

(GeneAll, South Korea) دستورالعمل طبق 
اين انجام براي . شد انجام شركت توليد كننده

 مول ازده پيكوفت ميكروليتر آب، واكنش از ه
 CMV-R  )5'- GCGآغازگر اختصاصي معكوس

CGA AAC AAG CTT CTT ATC -3') (De 

Blass et al., 1984(اي كل  ، دو ميكروليتر آران
 10استخراج شده از گياهان مورد آزمايش و 

در استفاده شد. واكنش   RT premix ميكروليتر
با ساعت درجه سلسيوس به مدت يك  55دماي 

 ep Gradientدستگاه ترموسايكلر ( استفاده از
Termocycler،ساخت كشور آلمان)  ، اپندورف

اي پليمراز از  براي انجام واكنش زنجيره .شد انجام
 CMV-F )5'- GTA GAC ATCآغازگرهاي 

TGT GAC GCG A -3' و (CMV-R 
 براي انجام ).De Blass et al., 1984شد ( استفاده

ميكروليتر آب  3/16، اي پليمراز واكنش زنجيره
 PCR )×PCRميكروليتر بافر  5/2مقطر استريل، 

buffer 10 (2/1 ميكروليتر MgClR2 R 50با غلظت 
، dNTPs )dATP ميكروليتر 5/1مولار،  ميلي

dGTP ،dTTP،dCTP مولار،  ميلي 10) با غلظت
ميكروليتر از هر كدام از آغازگرها با غلظت  يك
 Taq DNAآنزيم حد پنج واپيكومول،  10

Polymerase  و دو ميكروليتر ازcDNA 
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ليتري  ميلي 2/0هاي  در لوله CMVشده  ساخته
و با استفاده از دستگاه شد  سترون ريخته
 ،ep Gradient Termocycler(ترموسايكلر 

. برنامه شد  انجام )آلمان كشور ساخت اپندورف،
 94حرارتي استفاده شده شامل يك چرخه دمايي 

چرخه  35سلسيوس به مدت دو دقيقه،  درجه
 30درجه سلسيوس به مدت  94دمايي شامل 

ثانيه، دمايي  35درجه سلسيوس به مدت  58ثانيه، 
در آخر ثانيه و  80درجه سلسيوس به مدت  72

درجه سلسيوس به مدت  72يك چرخه دمايي 
، با PCRمحصولات  تفكيك دقيقه انجام شد. 10

ول واكنش در ژل استفاده از الكتروفورز محص
(تريس باز   TAE×1درصد در بافر  2/1آگارز 

ليتر و اتيلن  ميلي 11/0گرم، استيك اسيد  48/0
 2/0، 8مولار با اسيديته  5/0آمين تترا استات  دي

شد. براي بررسي اندازه باندهاي   ليتر) انجام ميلي
اي يك  ان تشكيل شده از نشانگر دي

 ,GeneRuler™ 1kb DNA ladder(كيلوبازي

Fermentas (شد. استفاده 
 

 گرمادرماني
 37آزمايش در دو دما (دماي اتاق و دماي 

و  وس) و با دو سطح مريستم (نيمدرجه سلسي
متر) با نه تكرار به مدت سه هفته  يك ميلي

طراحي شد. گياهان گلايل آلوده به ويروس 
 28موجود در گلخانه، به اتاق رشد با دماي اوليه 

نتقل و به منظور سازگار كردن درجه سلسيوس، م
درجه سلسيوس، هر روز دو  37گياهان با دماي 

درجه دما افزايش داده شد، سپس گياهان به مدت 

 دارينگه درجه سلسيوس 37سه هفته در دماي 

 شدند.  
 

 درماني برق

با دو فاكتور؛ مدت زمان (با  آزمايش برق درماني 
سه دقيقه) و شدت جريان ( با  15و  10سطح  2

 انجامتكرار  17آمپر) با  ميلي 15و  10سطح صفر، 
با   ساقههاي قطعه ،براي ضد عفوني سطحي شد.

متري از گياهان آلوده به ويروس  سانتي 2-5اندازه 
دقيقه در هيپوكلريت سديم  15جدا وبه مدت 

مقطر سترون سپس با آب شدند و  قرارداده 05/0
ها درون دستگاه  شدند. ساقه شووشست

(تريس باز  TBE×1تروفورز افقي حاوي بافر الك
گرم و اتيلن دي  5/5گرم، بوريك اسيد  8/10

در معرض جريان  ليتر) ميلي 4آمين تترا استات 
ها پس از تيمار  شدند. قلمه قراردادهيكي الكتر

صورت سطحي سترون و  الكتريكي بلافاصله به
متر  ميلي 7/0پس از جدا كردن مريستم با اندازه 

 دند. كشت منتقل ش طبه محي
 

 كشت مريستم
، 5/0اين آزمايش با سه سطح از اندازه مريستم 

براي انجام كشت  متر انجام شد. ميلي 1و  7/0
 & MS )Murashigeكشت  از محيطمريستم 

Skoog, 1962 شد. نوع و غلظت  ) استفاده
ها، ميزان آگار و ساكارز اضافه شده به  هورمون

 است.آمده  1دول محيط در مراحل مختلف در ج
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در مراحل مختلف كشت ها، ميزان آگار و ساكارز اضافه شده به محيط  نوع و غلظت هورمون -1جدول 

 كشت مريستم.
Table 1- Type and concentration of hormones, agar and sucrose added to medium in the 
different steps of meristem culture. 

 ساكارز

 ليتر)گرم در  (
Sucrose (g/l) 

 آگار

 گرم در ليتر) (
Agar (g/l) 

گرم در  هورمون (ميلي
 ليتر)

Hormone (mg/l) 

 مدت زمان (هفته)
Time (week) 

 مرحله رشدي
Growing steps 

25 6-7 BAP (4) 10 استقرار (Establishment) 

25 6-7 BAP(4) 
NAA (0.125) 

 )Proliferation( پرآوري 6

25 5.4 NAA (0.5) 5 زايي ريشه )Root 

induction( 

50-60 5.4 NAA (0.125) 13 القاي كورم )Corm 

induction( 

 
 نتايج

 برداري نمونه
با  پداژه گلايل بررسي شده 486از مجموع 

پداژه به ويروس  246، تعداد آزمون الايزا
موزاييك خيار آلوده بودند. درصد آلودگي 

زاييك شده به ويروس مو آوري هاي جمع نمونه
درصد بود. نتايج حاصل از  61/50خيار 

برداري از نظر آلودگي به ويروس موزاييك  نمونه
   آمده است. 2خيار در جدول 

 
گياهان حاصل از كشت  رديابي ويروس در

مريستم و كشت مريستم توام با گرمادرماني و 

 درماني برق
نتايج حاصل از رديابي ويروس از گياهان 

ن الايزا نشان داد كه در باززايي شده با آزمو

درصد گياهان عاري از ويروس شده  73مجموع 
بودند در صورتيكه در رديابي ويروس از گياهان 

درصد  RT-PCR  42باززايي شده با آزمون 
-RT واكنشياهان عاري از ويروس شده بودند. گ

PCR ياختصاص يآغازگرها با CMV )De 

Blass et al., 1984( مورد قطعه ريتكث به منجر 
 كننده دييتا كه شدجفت باز  519 به اندازه انتظار
). بهترين نتيجه 1(شكل  بود اهانيگ يآلودگ

 5/0حذف ويروس از كشت مريستم با اندازه 
هاي تيمار شده با گرمادرماني متر از نمونه ميلي

ي گياهان تيمارشده آمد كه در نتيجه همهبدست 
زايي عاري از ويروس شدند و بهترين نتيجه باز

متر  گياهان از كشت مريستم با اندازه يك ميلي
درصد گياهان  75بدست آمد كه در نتيجه آن 

 .)3(جدول  باززايي شدند
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 هاي گلايل در بررسي آلودگي به ويروس موزاييك خيار. نتايج آزمون الايزاي پداژه -2جدول 
Table 2- Results of ELISA for survey of gladiolus corm infection with CMV. 

 محل جمع آوري
Collection place 

 

 شده هاي بررسي  نمونه
Tested samples 

 نمونه آلوده
Infected sample 

 آلودگي درصد
Percentage of 

infection 
 Pakdasht( 436 233 53.44پاكدشت (

 Karaj( 50 13 26كرج (

 

 
خيار با استفاده از آغازگرهاي ويروس موزاييك  RT-PCRالگوي الكتروفورزي محصول  -1شكل 

 .% همراه با شاهد مثبت و منفي2/1در ژل آگارز  CMV-Rو  CMV-F اختصاصي
Figure 1- Electrophoresis pattern of products amplified by RT- PCR of CMV using 
CMV-F and CMV-R primers on 1.2% agarose gel.  Lane M, molecular weight marker 
(GeneRulerP

TM
P 1kbp DNA ladder, Fermentas); Lane CP

- 
P,P

 
Pnegative control; Lane CP

+
P, 

positive control;  Empty lanes depict healthy samples and lanes with bands depict 
infected samples.  
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 از گلايل با استفاده از روش گرمادرماني همراه با كشت مريستم. CMVحذف  -3جدول 
Table 3- CMV elimination from Gladiolus by thermotherapy along with meristem 
culture. 

اندازه مريستم 
 متر)/تيمار (ميلي

Meristem size  (mm)/ 
Treatment 

 زنمونهير تعداد
Explants number 

زايي و  تعداد باززايي، ريشه
 القايي پداژه

Shoot regeneration, Root 
induction and Corm 

induction 

حذف ويروس بر 
 RT-PCRاساس نتيجه 

Virus elimination 
based on RT-PCR 

  / بدون تيمار حرارتي5/0
0.5/ No thermotherapy 

8 3 2 

  / بدون تيمار حرارتي1
1/ No thermotherapy 

6 4 0 

  تيمار حرارتي 5/0
0.5/ thermotherapy 

10 4 4 

  / تيمار حرارتي1
1/ thermotherapy 

8 6 0 

 
 

فيقي گرمادرماني با كشت بررسي روش تل

هاي عاري از  روي توليد گياهچه مريستم

 ويروس موزاييك خيار گلايل
 حذف و پداژه يالقا ،ييزا شهير ،ييباززا

 14ي شده و گرمادرمانمريستم  18 روسيو
در اندازه نيم و يك درماني نشده مريستم گرما

 CMVل آلوده به هاي گلاي متر از پداژه ميلي
 18آمده نشان داد كه از دستنتايج به بررسي شد. 

گياه باززايي شد و از  10 شده يگرمادرمان ستميمر
اين تعداد چهار گياهچه عاري از ويروس بودند 

 هفتدرماني نشده مريستم گرما 14 از در حاليكه
زايي شد و از اين تعداد دو گياهچه عاري زگياه با

 آورده  3در جدول ئيات نتايج ند. جزبود CMVاز 
 است.  شده 

 درماني با كشت بررسي روش تلفيقي برق

هاي عاري از  مريستم روي توليد گياهچه

 ويروس گلايل
از گلايل با استفاده از روش  CMVحذف 

درماني همراه با كشت مريستم پس از اعمال  برق
تيمار الكتريكي و سپس كشت مريستم  بررسي 

دقيقه  10كه به مدت مونه ن 34. از تعداد شد
نمونه و پنج تحت اثر شدت جريان قرار داده شد 

دقيقه تيمار شد  15از همين تعداد كه به مدت 
 نمونه عاري از ويروس شدند.تعداد شش 

 آمده 4 در جدولاين آزمايش نتايج جزئيات 
 است.  
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هايي به اندازه  ت مريستمدرماني همراه با كش از گلايل با استفاده از روش برق CMVحذف  -4جدول

 .RT-PCR  جهينت اساس برمتر ميلي 7/0
Table 4- Elimination of CMV from Gladiolus by electrotherapy along with meristem 
culture from meristem with 0.7 mm in size based on RT-PCR. 

 زنمونهير تعداد
Explants 
number 

مدت زمان 
 تيمار (دقيقه)
Time (min) 

شدت جريان ثابت 
 آمپر) (ميلي

Electric current (mA) 

 زايي و القاي پداژه باززايي، ريشه
Shoot regeneration, Root 

induction and Corm induction 

 روسيو حذف
Virus 

elimination 

17 10 10 6 2 
17 10 15 5 3 
17 10 0 10 2 
17 15 10 5 3 
17 15 15 4 3 
17 15 0 10 2 

 
 

بررسي تاثَير روش كشت مريستم روي توليد 

هاي گلايل عاري از ويروس موزاييك  گياهچه

 خيار 
زايي، القاي كورم و حذف  باززايي، ريشه

-و يك ميلي 7/0، 5/0هاي اندازهويروس از 

 MSكشت  شده در محيط هاي كشت مترمريستم

نشان داد كه مريستم كشت شده با اندازه يك 
از  اريخ كييموزا روسيوبه حذف در امتر قميلي

هاي كشت شده مريستم گلايل نبود در حاليكه از
متردو نمونه عاري از ميلي 7/0و  5/0 اندازهدر 

 5در جدول اين آزمايش  ويروس شدند. نتايج
 است. شده نشان داده

 
 از گلايل با استفاده از روش كشت مريستم. CMVحذف  -5جدول 

Table 5- CMV elimination from Gladiolus by meristem culture. 
 تعداد ريزنمونه
Explants 
number 

اندازه مريستم 
 متر) (ميلي

Meristem size 
(mm) 

 زايي و القاي پداژه باززايي، ريشه
Shoot regeneration, root 

induction and corm 
induction 

 بر روسيو حذف
-RT  جهينت اساس

PCR 
Virus elimination 
based on RT-PCR 

8 0.5 3 2 

17 0.7 10 2 

6 1.0 4 0 
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 بحث
به طور كلي ميزان آلودگي  پژوهشدر اين 

هاي گلايل به ويروس موزاييك خيار در  پداژه
 44/53آوري شده ازپاكدشت  هاي جمع نمونه

آوري شده از كرج  هاي جمع نمونهدر درصد و 
آلودگي  بررسي ميزاندرصد تعيين شد.  26

آوري شده از تهران، كرج و  معهاي ج پداژه
حاكي از  محلات به ويروس موزاييك زرد لوبيا

نتايج . همچنين استآلودگي بودهد درص 35/80
هاي  كه پداژه استآن پژوهش نشان داده

ويروس موزاييك خيار،  بهآوري شده  جمع
 اي توتون وس رگهويروس موزاييك توتون  و وير

اين اختلاف در . (Sharifi, 2009) باشدميآلوده ن
 آوريمكان جمعتفاوت در  توان بهرا مينتايج 
با توجه به آلودگي بيش از نسبت داد.  هاپداژه

هاي موجود در بازار به ويروس  نيمي از پداژه
موزاييك خيار، گستردگي دامنه ميزباني اين 
 ،ويروس و شيوه انتقال آن در طول فصل رشد

د، بنابراين احتمال آلودگي اكثر گياهان وجود دار
هاي سالم براي كشت در مزارع  استفاده از پداژه

هاي اساسي براي كنترل  جديد توليد گل از روش
و كاهش  آلودگي به ويروس موزاييك خيار

 باشد. مي خسارت اين ويروس
 حاضر از روش كشت مريستم انتهايي در تحقيق

به همراه گرمادرماني و برق درماني و همچنين 
حذف ويروس موزاييك خيار  برايكشت مريستم 

دست آمده نشان داد  از گلايل استفاده شد. نتايج به
كه ميزان حذف ويروس از مريستم انتهايي با 

درصد و از  66/66متر  اندازه نيم ميلي
 درصد بود 20متر  ميلي 7/0هايي با  اندازه  مريستم

-7/0. كشت مريستم انتهايي با اندازه )5(جدول 
حذف ويروس موزاييك زرد  متر براي ميلي 5/0

 80-90لوبيا از گلايل سبب حذف ويروس از 
 & Bertacciniدرصد گياهان تيمار شده گرديد (

Marani, 2003 كشت مريستم انتهايي با اندازه .(
متر براي حذف دو ويروس  ميلي 7/0تا  5/0

از گلايل  موزاييك خيار و موزاييك زرد لوبيا
اهان شده سبب حذف هر دو ويروس از همه گي

اين  نتايج ).Logan & Zettler, 1985است (
. در اين فوق متفاوت بودهاي  تحقيق با يافته

تحقيق  براي رديابي ويروس در گياهان 
شد در  استفاده RT-PCRشده از آزمون  باززايي

براي شناسايي  پژوهشگران يادشدهحاليكه 
شده از آزمون  ويروس در گياهان باززايي

نظر  ا استفاده كردند. بنابراين بهسرولوژيكي الايز
يل استفاده از روش با دل رسد اين اختلاف به مي

در رديابي ويروس  )RT-PCR(تر حساسيت بيش
 باشد.ميپژوهش حاضر  در

در تحقيق حاضر ميزان حذف ويروس در روش 
گرمادرماني همراه با كشت مريستم انتهايي در 

كه ) 3(جدول درصد بود  100متر  ميلي 5/0اندازه 
 Mangal( هاي قبلي مشابه است با نتايج پژوهش

et al., 2006; Selvarajan et al., 1999(.  از
روش گرمادرماني همراه با كشت مريستم انتهايي 
براي حذف دو ويروس موزاييك خيار و 
موزاييك زرد لوبيا از گياه گلايل استفاده 
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است و در نتيجه كشت مريستم با اندازه  شده
 100تا  80متر سبب عاري شدن  يليم 5/0-3/0

شده است  ها از هر دو ويروس درصد نمونه
)Selvarajan et al., 1999(  و در پژوهش ديگري

روش گرمادرماني همراه با كشت مريستم انتهايي 
اين دو براي حذف متر  ميلي 5/0-7/0با اندازه 

حذف هر دو سبب  ياه گلايلويروس از گ
 ياهان شده استدرصد گ 100ويروس به ميزان 

)Mangal et al., 2006 كشت مريستم همراه با .(
گرمادرماني براي حذف ويروس موزاييك زرد 

هاي آلوده به اين ويروس، مورد  لوبيا از گلايل
هاي  است كشت مريستم با اندازه گرفته استفاده قرار

تا  89 ازويروس  حذفمتر سبب  ميلي يكو  5/0
 Sharifi( است  شده درصد گياهان 99

Nezamabad et al., 2015 .(حاضر در پژوهش 
كارايي حذف ويروس در روش كشت مريستم 

متر  ميلي 5/0همراه با گرمادرماني مريستم با اندازه 
بدون متر  ميلي 5/0درصد و مريستم با اندازه 100

كه بالابودن ) 3(جدول بود  66/66 اعمال گرما
 شدن در گياهان حاصل از درصد عاري از ويروس

شده نسبت به  گرمادرمانيهاي  ريزنمونه
در  گرمادهيدهنده كارايي  نشده، نشان گرمادرماني

هاي عاري از ويروس است. نتايج  توليد گياهچه
نشان دهنده نيز محققين بدست آمده توسط ساير 

با ن روش كشت مريستم همراه موثرتر بود
گرمادرماني نسبت به روش كشت مريستم 

هاي گياهي عاري از نداماتنهايي در توليد  به
 ;Koubouris et al., 2007( باشد ويروس مي

Manganaris et al., 2003; Wang et al., 
2006 .( 

بار  درماني براي اولين در تحقيق حاضر روش برق
منظور حذف ويروس موزاييك خيار از گلايل  به

آمده از بكارگيري روش  شد. نتايج بدست استفاده
آمپر  ميلي 10د كه شدت جريان دا نشان درماني برق

دقيقه به ترتيب باعث حذف  15و  10به مدت 
هاي  درصد ويروس از نمونه 60و  33/33

آمپر به  ميلي 15شده شد. در حاليكه تيمار  باززايي
و  60دقيقه به ترتيب باعث حذف  15و  10مدت 

هاي  شد. پايه هاي باززايي درصد از نمونه 75
اي انگور با استفاده از  مادري مو آلوده به ويروس

سبب  كشت مريستمبا  همراه يدرمان برقروش 
ر شده با شدت حذف ويروس در گياهان تيما

دقيقه شده  15آمپر به مدت  ميلي 30و  20جريان 
دقيقه قادر به حذف  10است در حاليكه تيمار 

نتايج ). Bayati et al., 2011ويروس نشده است (
) 211(و همكاران  Bayatiبا نتايج  پژوهش حاضر

 7/0، در اين تحقيق از اندازه مريستم تفاوت دارد
و  Bayatiشد درحاليكه كه  متر استفاده ميلي

متر  از اندازه مريستم يك ميلي) 2011(همكاران 
استفاده كرده بودند و احتمالا اختلاف در ميزان 

گياه  در گونهحذف ويروس به دليل اختلاف 
لا اختلاف در اندازه ويروس و احتما نهوگ ،ميزبان

 مريستم كشت شده است.
درصد گياهان  73مجموع در تحقيق حاضر در 

عاري از تيمار شده با استفاده از آزمون الايزا 
دند درصورتيكه در ويروس تشخيص داده ش

درصد عاري از ويروس  42آزمون ملكولي 
تفاوت بين درصد رديابي  تشخيص داده شدند.

تايج ساير محققين ويروس با اين دو روش در ن
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 ;Verma et al., 2004شده است ( مشاهدهنيز 

Baker et al., 1993.( توان به اين اختلاف را مي
نسبت به اليزا نسبت  RT-PCRدقت بيشتر روش 

 داد.
  با توجه به اهميت گل گلايل، آلودگي گسترده

به ويروس موزاييك  هاي موجود در بازارپداژه

شود  توصيه مي، خيار و نحوه تكثير اين گل
هاي گلايل عاري از ويروس موزاييك خيار  پداژه

 5/0با استفاده از روش كشت مريستم با اندازه 
در اختيار توليد و درماني متر همراه با گرماميلي

 گيرد.توليدكنندگان گل قرار 
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Abstract 
 

Flowers of Gladiolus sp. are among the top six flowers of export value and in Iran take 
the second place in the production of cut flowers. Cucumber mosaic virus is one of the most 
common viruses in gladiolus worldwide. As, the gladioli are propagated through corms, 
therefore viral diseases could be easily transmitted to the next generation. To produce healthy 
stock plants, it is important to produce and culture virus-free corms. In the present research, 
thermotherapy along with meristem culture, electrotherapy along with meristem culture and 
meristem culture alone were employed to eliminate CMV from infected gladiolus plants. 
CMV detection using DAS-ELISA showed that 73 percent of the regenerated plants were free 
of viruses whereas, RT-PCR analysis showed that 42 percent of plants were virus-free. The 
efficiency of virus elimination from thermo-treated meristems culture with size 0.5 were 
100%. This is the first report of application of electrotherapy for CMV elimination from 
gladiolus plants and the best results were obtained by using 15 milliamps for 15 minutes. The 
results showed that thermotherapy along with meristem culture was a more efficient method 
for elimination of CMV from infected gladiolus plants. 
Key words: Gladiolus, Cucumber mosaic virus, Virus elimination. 
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