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Saffron (Crocus sativus L.) is one of the most valuable medicinal and spice plants 
globally and is significantly impacted by the Saffron latent virus (SaLV), a member of 

the Potyvirus genus (Potyviridae family). In Iran, SaLV infects over 70% of saffron 

plants in cultivation fields. Saffron is a rich source of apocarotenoids, including 

crocetin esters, picrocrocin, and safranal, which are crucial for its medicinal and 

culinary value This study evaluated two virus elimination methods- meristem culture 

(with meristem sizes of 0.3, 0.5, and 0.7 mm) and thermotherapy (at 50 ℃ for 60 min; 

at 40 ℃ for 60 min; and 28 ℃ for 21 days) - as well as their combination. SaLV 

presence was assessed using ELISA, RT-PCR, and RT-qPCR. The highest percentage 

of SaLV-free plants was achieved with a 0.3 mm meristem culture (83.73% and 

81.30%) and thermotherapy at 50 °C for 60 min (71.36% and 66.36%), based on 

ELISA and RT-PCR, respectively. The combined treatment of 0.3 mm meristem 

culture and thermotherapy at 50 °C for 60 min resulted in 100% SaLV-free plants, as 

confirmed by all three detection methods. This study provides an effective strategy for 

developing virus-free saffron cultivars, supporting sustainable saffron production and 

propagation.   
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Extended Abstract 

Introduction 

      Saffron, often referred to as "Red Gold," is one of the most expensive medicinal plants globally, with a 

history of use spanning over 4,000 years. Iran is the leading producer of saffron, contributing more than 90% 

of the global supply. However, the emergence of Saffron latent virus (SaLV), a newly identified Potyvirus 

species, has severely impacted saffron cultivation in Iran, with infection rates exceeding 70%. SaLV 

compromises the quality and yield of saffron, necessitating effective virus elimination strategies. Common 

methods for producing virus-free plants include meristem culture, thermotherapy, chemotherapy, and their 

combinations. For instance, thermotherapy combined with meristem culture has successfully eliminated 

viruses such as bean yellow mosaic virus (BYMV) in gladiolus and apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) 

in apple cultivars. This study explores the efficacy of meristem culture, thermotherapy, and their combination 

in eliminating SaLV from saffron plants. 
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Material and Methods 
      A total of 530 leaf tissue samples were collected from saffron plants cultivated at the Horticulture Research 

Center, University of Tehran. Samples were screened for SaLV using a Potyvirus genus-specific antibody (RT-

0573/1, DSMZ, Germany). Positive samples (absorbance >3× healthy control at 405 nm) were subjected to 

meristem culture (0.3, 0.5, and 0.7 mm) and thermotherapy (50 °C for 60 min; 40 °C for 60 min; 28 °C for 21 

days). Corm tissues from ELISA-positive plants were treated, while ELISA-negative corms were cultivated 

without treatment. Post-treatment, SaLV presence was assessed using ACP-ELISA, RT-PCR, and RT-qPCR. 

Data were analyzed using Tukey’s test in R 4.3.2. 
 

Results 
    Totally, 420 out of 530 samples (80.7%) tested positive for SaLV. Meristem culture and thermotherapy 

significantly influenced the percentage of virus-free plants (p < 0.05). Smaller meristem sizes yielded higher 

SaLV-free rates: 83.73% and 81.29% for 0.3 mm, compared to 38.5% and 30.91% for 0.7 mm, based on ELISA 

and RT-PCR, respectively. Thermotherapy at 50 °C for 60 min achieved the highest SaLV-free rate (71.36% 

and 66.36%), while 40 °C for 60 min yielded the lowest (50.98% and 46.47%). The combined treatment of 0.3 

mm meristem culture and thermotherapy at 50 °C for 60 min resulted in 100% SaLV-free plants, as confirmed 

by ELISA, RT-PCR, and RT-qPCR. 

 

Conclusion 
    This study demonstrates that the combination of 0.3 mm meristem culture and thermotherapy at 50 °C for 

60 min effectively eliminates SaLV from saffron plants.  This approach provides a robust method for producing 

virus-free saffron cultivars, supporting sustainable saffron production and propagation. Future research should 

explore the scalability and economic feasibility of this method for large-scale applications. 
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  ها:واژهکلید
 ،ییزدا روسیزعفران، و زا،یالا

RT-PCR ،RT-qPCR. 

 اهیگ نیدر سراسر جهان است. ا یاهیو ادو ییدارو اهانیگ نیاز مهمتر یکی (.Crocus sativus L) زعفران

ن پنهان زعفرا روسیو سافرانال است. و نیروکروسیکپ ن،یکروست یمانند استرها دهایآپوکاروتنوئ یمنبع غن
(saffron latent virus; SaLV)س ، از جنPotyvirus  خانوادهو Potyviridaeشده ترین ویروس شناخته، شایع

نموده است. به منظور را در مزارع آلوده کشور درصد گیاهان زعفران  70که بیش از  استزعفران در ایران 
، 1/0)با اندازه مریستم کشت مریستم  روشدو ، در پژوهش حاضر SaLVزدایی گیاهان آلوده زعفران از ویروس

-ELISAردیابی ویروس از آزمون سرولوژی  و گرمادرمانی به کار برده شد. برای (متریلیم 7/0و  5/0، 3/0

ACP  و مولکولیRT-PCR  وRT-qPCR .ایج نشان داد که بیشترین درصد گیاهان عاری از نت استفاده شد
 ستمیمر کشت یانفراد ماریدرصد در ت 29/81و  73/83 با، به ترتیب RT-PCRویروس بر اساس آزمون الایزا و 

 وسیسلسدرجه  50 یگرمادرمان یانفراد ماریت در درصد 36/66 و 36/71 با بیترت به و متریلیم 3/0با اندازه 
 RT-PCR ،زایالا هایبر اساس آزمون روسیواز  یعار اهانیدرصد گ نیشتریببه دست آمد.  قهیدق 60به مدت 

به مدت  وسیسلسدرجه  50 یو گرمادرمان متریلیم 3/0 اندازه با ستمیمر کشت یبیترک ماریت در RT-qPCR و
بدون  زعفران یهابنهتوسعه  یبرا، یک روش موثر مطالعه نایآمد.  بدست درصد 100 زانیبه م قه،یدق 60

 زعفران، دیصنعت تول یداریو پا روسیاز و یعار اهیگ ریتکثتواند برای که میبه طوری ،کندیارائه م روسیو
 .نقش مهمی ایفا نماید

. یو گرمادرمان ستمیکشت مر یریپنهان زعفران با بکارگ روسیاز و یزعفران عار اناهیگ دیتول (.1403) دیاکبر و شکرپور، مج ،یزجید امک؛یس ،یکلانتر م؛یمر ،یمیرح: استناد

   2025.396499.1007077ijpps./10.22059https://doi.org/ :DOI  .331-348(، 2) 55 ،رانیا نشریه دانش گیاهپزشکی
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 مقدمه
به آن . از اینرو، است ییدارو اهانیگارزشمندترین از  یکادویه جهان و ی نیترمتیقگران ( .Crocus sativus L) زعفران

  است.سال  4000از  شپیشینه کاربرد این گیاه در جوامع بشری بی (.Leone et al., 2018) شودیگفته منیز « سرخ یطلا»
 ,Shokrpourاست ) رفتهگیمورد استفاده قرار م یضد افسردگ یو دارو یعامل مقو کیبه عنوان ی بیشتر طب سنتمنابع در 

شمار ه این محصول ارزشمند ب هکنند به عنوان بزرگترین تولید ،درصد کل تولید زعفران دنیا 90 (. کشور ایران با بیش از2019
ی توجهقابل دیتول یهاتیمحدود توانندیم یاهیگ یهایماری، بگیاهاناکثر  در .(Moratalla-López et al., 2021) آیدمی

 یعلاوه بر کاربردها(. Ágoston et al., 2024) ایجاد کنند هیثانو یهاتیمتابول راتییتغ ژهیوبهاز نظر عملکرد کمی و کیفی 
هستند  یماریاز جمله مقاومت به ب اهانیدر گ یمتعدد یعملکردها یدارا هامتابولیت نیا ه،یثانو یهاتیمتابول ییدارو

(Moratalla-López et al., 2021 .)از جمله  یدفاع یهاژن یسیرونو یسازبا فعال شتریب بیمارگر آلودگیبه  اهیمقاومت گ
، منجر به (UGTs) یاهیگ یترانسفرازها لیکوزیگل یبه عنوان مثال، القا مرتبط است. هیثانو یهاتیمربوط به متابول یهاژن

 ریحال، تأث نیبا ا .(Lorenzo et al., 2023) شودیم بیمارگرانتشار  تیو محدود آلودگیدر محل  یموضع یمرگ سلول
ژن مربوط  انیب تواندیم هاروسیمختلف و یهاگونه جودو شود.یمقاوم محدود نم اهانیفقط به گ هیثانو سمیها بر متابولروسیو

ویروس خراشک توتون  آلوده به توتون اهانیمختلف گ یهاگونه ی، همانطور که براتغییر دهدرا  زبانیمدر  هیثانو سمیبه متابول
(tobacco etch virus) ( گزارش شده استCervera et al., 2018تاکنون، تأث .)ی دراهیگ باتیبر ترک یروسیعفونت و ری 

 (، ریحانLópez-Gresa et al., 2012) (tomato mosaic virusی )فرنگگوجه کییموزا روسیوآلوده به  فرنگیگیاه گوجه
 کییموزا روسیو( و گیاه طالبی آلوده به alfalfa mosaic virus( )Bruni et al., 2016) ونجهی کییموزا روسیوآلوده به 

  .( گزارش شده استcucumber mosaic virus( )Shalitin & Wolf, 2000) اریخ

 Potyvirus croci (Saffron latent virus, SaLVبا نام ویروس پنهان زعفران ) Potyvirusاز جنس  روسیو یاگونه
 Parizad et al., 2018; Moratalla-Lópezگزارش شده است ) ایران C. sativusدرصد نرخ آلودگی از مزارع  70با بیش از 

et al., 2021.) از همچنین این ویروس C. almehensis،  ییشناسا روید،یم رانیدر اگونه وحشی و اندمیک  کیکه به عنوان 
ی اصلی هاتیمتابول داریمعنآلودگی گیاه زعفران با ویروس پنهان زعفران منجر به کاهش . (Movi et al., 2022) شد

ها از نسلی به ویروس منجر به انتقالتکثیر زعفران از طریق بنه  (.Parizad et al., 2019شود )محصول زعفران )کلاله( می
ترین و مؤثرترین راه مدیریت بنابراین، استفاده از مواد گیاهی سالم مناسبد. شومی شیوع و انتشار ویروسنسل بعد و افزایش 

کشت به  توانمی های تکثیری عاری از ویروسهای رایج در تولید انداماز جمله روش. رودهای ویروسی به شمار میبیماری
در (. Kwon et al., 2022)اشاره کرد  درمانی، کشت مریستم همراه با گرمادرمانی و الکترودرمانیمریستم، گرمادرمانی، شیمی

 یدما (.Panattoni et al., 2013) رندیگیبالا قرار م یخاص در معرض دما یدوره زمان کی یبرا اهانیگ، گرمادرمانیروش 
 ن،یعلاوه بر ا (.Miljanić et al., 2022شود ) روسیا وآران بیباعث تخر ایکند  یریلوگج روسیو ریتواند از تکثیبالا م

 تولیدبالا باعث  ی(. دماهاKim et al., 2021ا مرتبط است )آران یبه نام خاموش یروسیضد و یدفاع سازوکاربا  یگرمادرمان
 شیافزا یبرا .(Liu et al., 2016شود )یم یروسیو او مهار تجمع آران (vsiRNA) روسیگر کوچک مشتق از وا مداخلهآران
شامل گنبد  ستمیشود. نوک مریمبه کار برده  ستمیبا کشت مر یگرمادرمانی هاروشترکیب اغلب  روس،یحذف و ییکارا
 یهابیمارگرحذف  ییتوانا ،ستمیمر کشت یتمز .است یآوند بافتفاقد برگ است و  یایموردیپر یو تعداد محدود یرأس

حذف  ییدر کارا ینقش مهم ستمیاندازه مر .(Miljanić et al., 2022است )گیاه  یکیژنت یداریمادر و پا اهانیموجود در گ
 ,.Kwon et al) را دارند روسیراندمان حذف و نبیشتریدارند اما  یکمتر یکوچکتر نرخ بقا یهاستمیمر رایدارد، ز روسیو

2022.) 
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 پیشینه پژوهش
دارد. زعفران به  خشکمهیخشک و ن یبه نواح یخوب یاست که سازگار (Iridaceaeزنبق ) رهیچندساله از ت یزعفران گیاه

پاتوژن،  یبنه، همراه با آلودگ ریتکث نیینرخ پا .شودیم ریتکث یمادربنه از  یدختر یهابنه لیتشک قیاز طر یشیصورت رو
 ,.Menia et al) کندیبه مواد کاشت زعفران را محدود م یمحصول، دسترس فیضع تیریو مد یستیزریو غ یستیز یهاتنش

 هاروسیو نیا .استاز زعفران گزارش شده ی مختلف هامتعلق به جنس های گیاهیروسیوی از تعداد ایدر دنتاکنون  (.2018
 کییموزا روسیوPotyvirus rapae (Chen, 2000 ،)( turnip mosaic virus, TuMV) شلغم کییموزا روسیشامل و
 سیآراب کییموزا روسیوPotexvirus narcissi (Miglino et al., 2005 ،)( narcissus mosaic virus, NMV) نرگس

(arabis mosaic virus, ArMV )Nepovirus arabis (Parizad et al., 2018 ،)توتون ) کییموزا روسیوtobacco 

mosaic virus, TMV )Tobamovirus tabaci ،توتونجغجغه  روسیو (tobacco rattle virus, TRV )Tobravirus 

tabaci (Martinez-Fajardo et al., 2024 ،)ایزرد لوب کییموزا روسیو (bean yellow mosaic virus, BYMV )
Potyvirus phaseoluteum (Parizad et al., 2018 ،)چغندر  یزرد غرب روسیو(beet western yellows virus, 

BWYV )Polerovirus BWYV (Zheng et al., 2018; Haseli et al., 2024 ،)یا )سو کییموزا روسیوsoybean 

mosaic virus, SMV )Potyvirus glycitessellati (Chakraborty, 2016 ،)زنبق فیخف کییموزا روسیو (iris mild 

mosaic virus, IMMV )Potyvirus iristenuis (Martinez-Fajardo et al., 2024 )زنبق دیشد کییزامو روسیو و 
(iris severe mosaic virus, ISMV )Potyvirus iriseverum (2011and Faoro,  Caiolaمی ) باشند. نتایج تحقیقات

 روسی( و وsaffron Iran virus; SaIRV) زعفران یرانیا روسیو مانند یدیجد یهاروسیو گزارشاخیر در ایران نیز منجر به 
 نیدر ب. (Valouzi et al., 2025)گیاهان زعفران ایران شده است  از( saffron dwarf virus; SaDVزعفران ) یکوتولگ

که  باشندیم یاهیگ یهاروسیگروه و نیمهمتر یاز نظر اقتصاد Potyvirideaeخانواده  یهاروسیو ،یاهیگ یهایماریب
سال  10از  شیاز ب یمستمر قاتی(. تحقPetrov et al., 2024) کنندیوارد م یبه محصولات کشاورز یادیسالانه خسارت ز

 یدیگونه جد یو معرف فیمنجر به توص هاآن جیکه نتا شدهشروع  رانیزعفران در ا مارگریب یهاروسیو یقبل به منظور بررس
آلودگی گردید.  Potyvirus croci (saffron latent virus, SaLV)پنهان زعفران  روسیبا نام و ایدر دن Potyvirusاز جنس 

 باتیترک ریمقاد که یبطور شود،یزعفران م یاصل هیثانو یهاتیمتابول یبرخداری در معنیکاهش  زعفران به این ویروس باعث
 Parizad) دیبایم یداریمعنسالم کاهش  اهینسبت به گ SaLVآلوده به  یهادر زعفران نیکروکروسیسافرانال و پ ن،یکروس

et al., 2019،علائم  یدر موارد کنی، لباشدیم فیخف علائم با ای علائم بدوندر زعفران  روسیو نیغالبا ا (. از نظر علائم
خاص  یشناسختیر لیبه دل نکهیاهده شده است. درخصوص علائم، نکته مهم اشها مدر برگ یدگیو رنگ پر یخط کیموزائ

سخت بوده  یکار روسیو نیاز ا یناش یماریمشاهده علائم بتشخیص و آن،  یاهبرگ کیزعفران و اندازه کوچک و بار اهیگ
 یهابه علاوه بنه شوند،یآلوده منتقل م یهاشته و بنه لهیوسزعفران به پنهان یهاروسیباشد. وینم صیو غالبا قابل تشخ

، تکثیر ارقام زعفران از طریق بنه نیهمچن. کنندیفراهم م راها بوته یقیو حق یدر زمان خواب ظاهر روسیو یآلوده امکان بقا
و نیز از سالی به سال دیگر انتشار ویروس از نسلی به نسل بعد منتقل و باعث  SaLVجمله  از یاهیگ یهاروسیوباعث انتقال 

 . بنابراین، استفاده از مواد گیاهی سالم(Parizad et al., 2018; Movi et al., 2022) شودیمجغرافیایی مختلف در مناطق 
تکثیری  یهارایج در تولید اندام یهااز جمله روش ،رودیویروسی به شمار م یهایماریو مؤثرترین راه مدیریت ب نیترمناسب

 Kazemi)ت کشت مریستم همراه با گرمادرمانی و الکترودرمانی اس ،یدرمانیمیگرمادرمانی، ش ستم،عاری از ویروس کشت مری

et al., 2019.)  3/0اندازه  با ستمیمر کشتهفته و  چهاربه مدت  سلسیوسدرجه  37-40 یدر دما یگرمادرمانترکیب روش 
( apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV) بیس سبزرد یلکه برگ روسیو حذف به منجر متریلیم 6/0 و

Trichovirus mali، بیس کییموزا روسیو (apple mosaic virus, ApMV )Ilarvirus ApMV ، یاریساقه ش روسیو 
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 apple stem pitting) بیس یگودکساقه  روسیو و Capillovirus mali( apple stem grooving virus, ASGV) بیس

virus, ASPV )Foveavirus mali  بیاز رقم س Oregon Spur-II است هشد (Vivek and Modgil, 2018 در .)
بیس اهیاز گ Potyvirus yamtesselati (yam mosaic virus, YMV) امی کییموزا روسیبه منظور حذف و گرید یشیآزما
-YMV(3 یحداکثر حذف باعث ستمیروز( و کشت مر 20به مدت  وسیسلسدرجه  40) یگرمادرمان نهیبه بیترک ینیزم

 onion yellow) ازیزرد پ یگکوتول روسیحذف و منظور به یا(. در مطالعهet al Gogile ,.2019( شد )درصد 100/93

dwarf virus, OYDV) Potyvirus cepae ریس معمولپنهان  روسی، و (garlic common latent virus, 

GCLV)Carlavirus latensallii ، ریپنهان موس روسیو (shallot latent virus, SLV )Carlavirus 

latensascalonici استفاده یدرمانیمیو ش یدرمانگرما ستم،یکشت مر بیاز ترک ریآلوده س اهانیگها از روسیو یو آلکس 
 55درصد،  100تا  65 نیب بیترت به OYDV، و GCLV ،SLVاز  یعار اهانینشان داد که درصد گ قیتحق نیا جی. نتاشد
یعار یبرا روش نیموثرتر ستمیمر کشت و یدرمانیمیش ،یگرمادرمان بیترک. شد نییتع درصد 100 تا 13درصد و  100تا 

 یمارهایاز ت کی چیه نکه،یا قیتحق نیجالب توجه ا نکتهدرصد بود  06/66با  ، OYDV، و GCLV ،SLV از ریس یساز
 (.et al Benke ,.2023) دینگردها روسیویآلکس یسازیعاربکار رفته منجر به 

 ,bean yellow mosaic) ایلوب زرداستفاده از روش گرمادرمانی توأم با کشت مریستم انتهایی سبب حذف ویروس موزاییک 

BYMV)Potyvirus phaseoluteum ، لیگلا اهیاز گ (Sharifi et al., 2015 )و ساقه سبزرد یحذف دو ویروس لکه برگ و
استفاده از روش الکترودرمانی توأم با کشت مریستم  در مطالعاتی دیگر شده است. ،(Wang et al., 2006)سیب درخت شیاری 

 grapevine)انگور ) Aویروس  ، Potyvirus atuberosi (potato virus A, PVA) ینیزمبیس Aسبب حذف ویروس 

virus A, GVA Vitivirus alphavitis (Bayati et al., 2011) ینیزمبیس کسیا روسیو و (potato virus X, PVX )
Potexvirus ecspotati ( شده استGonzales et al., 2004 .)بنه و انتقال و  قیزعفران از طر یرجنسیغ ریتوجه به تکث با

پنهان زعفران  روسیاز و یعار اهانیگ دیتول یسنجامکان هدف با قیتحق نیا ق،یطر نیا از زعفران یهاروسیوانتشار 
(SaLV )بود یو گرمادرمان ستمیکشت مر یهاروش از استفاده با. 

 پژوهش یشناسروش

 زایالا آزمون و یاهیگ مواد

 یعلوم باغبان یگروه مهندس یباغبان قاتیتحق ستگاهیا درزعفران کشت شده  اهانیاز گ یبطور تصادف یبرگ نمونه 530 تعداد
 یبادیبا استفاده از آنت SaLVبه  هاآن یآلودگ ،SaLV یاختصاص یبادیآنت وجودعدم  لیدل به. شد یآورجمعدانشگاه تهران 

 antigen- coated)( و به روش RT-0573/1, DSMZ, Braunschweig, Germany) Potyvirus جنس یاهمسانه تک

enzyme linked immunosorbent assay) ACP- ELISA شدند  یبررس(Richter et al., 1995). زانیبا م ییهانمونه 
آزمون  جینتا براساسدر نظر گرفته شدند.  روسیو بهآلوده  یهاسالم، به عنوان نمونه یهااز سه برابر جذب نمونه شیجذب ب

های گیاهان با با ها اعمال گردید. بنهیی روی آنزداروسیو جهت ییمارهایت و یآورجمعواکنش مثبت  با اهانیگ بنه زا،یالا
 واکنش در آزمون الایزا بدون هیچ تیماری در گلدان کشت شدند. 

  روسیو یسازیعار یمارهایت

 صورت به یو گرمادرمان ستمیکشت مر یمارهایت (SaLV)پنهان زعفران  روسیاز و یعار اهانیگ دیتول یمنطور بررس به
 ییهانمونه زیر ستم،یکشت مر ماریت در. دی( اعمال گردزایآزمون الا جی)براساس نتا روسیآلوده به و اهانیگ بنه یرو لیفاکتور

 درو  هیو اسکالپل ته نیسوزن انسول لهیبوس ییو انتها یجانب یهاستمیمتر از مریلیم 7/0و  5/0، 3/0مریستم  اندازه سهبا 
( pH) تهیدیکالوس، عامل اس یالقا شی. در آزماشدند( کشت 1مختلف )جدول  یهورمون یهابا نوع و غلطت MSکشت  طیمح

کشت  طیمح هیته یقرار گرفتند. برا لیو تحل هی( مورد تجز1سطح )جدول  16و عامل هورمون در  5/7و  8/5در دو سطح 
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و آهن به صورت  نیتامیمصرف، ومصرف، کمعناصر پر هیپا یها( ابتدا محلول (MS Murashige & Skoog., 1962 هیپا
 یاز عدم آلودگ نانیشدند. به منظور اطم ینگهدار وسیسلسدرجه  چهار یدر دما ،و فساد یاز آلودگ یریجلوگ یو برا هیمجزا ته

 یاز آلودگ یعلائم مشاهده صورت درو  شدند ینگهدار وسیسلسدرجه  25اتاق  یچهار روز قبل از شروع کشت در دما یسه ال
کشت در  یهاشهیش از کیهر  ،(تکرار سهدر  زنمونهیر 10) هازنمونهیر کشت از پس. شدکشت حذف  یهاطیمح ،یسطح

 یها)لامپ ییساعت روشنا 16در  ودیفتوپر و وسیسلسدرجه  24و شبانه  28 روزانه یدما نیانگیداخل اتاقک رشد با م
 ،یگرمادرمان ماریشد. در ت میتنظ یکیساعت تار 8( و هیبر مترمربع در ثان نشتنیکروایم 40شدت نور با دیفلورسنت با نور سف

هفته در  سهبه مدت  وسیدرجه سلس 28 یدما -1شامل  ییبنه در سه تکرار با سه سطح دما 135 یبر رو ییدما یمارهایت
 وسیدرجه سلس 50ها در آب بنه یورغوطه -3ساعت و  کیبه مدت  وسیدرجه سلس 40ها در آب بنه یورغوطه -2 ،انکوباتور
 به ستمیمر اندازه مختلف سطوح با بیترک در یگرمادرمان مختلف سطوح حاضر، شیآزما درساعت انجام شد.  کیبه مدت 

 دو هورمون یحاوکشت  طیبه مح شهیو ر ییاندام هوا دیجهت تول هاکالوس ،ییکالزا از بعدبه کار برده شد.  لیصورت فاکتور
کشت  اهانیگ و شده ماریت یهابنه. بعد از سبز شدن شد داده انتقال NAA تریبر ل گرمیلیم دوو  TDZ تریبر ل گرمیلیم

-RT یو مولکول ELISA-ACP یکیسرولوژ یهاآزمون قیاز طر SaLVبه  یآلودگ یجهت بررس یبرگ یهانمونه ،یبافت

PCR وRT-qPCR شد.  استفاده 
 

 ییزداروسیو منظورزعفران به  ستمیمر کشت یمارهایت در MSکشت  طیمح یهورمون یها. نوع و غلطت1 جدول
3IBA 

(mg/l) 

4
3GA 

(mg/l) 
TDZ 

(mg/l) 
NAA 

(mg/l) 

5BAP 

(mg/l) 

6D,4-2 

(mg/l) 
 شماره تیمار

5/1 - - - 2 2 T1 

2 01/0 - - 1 -  T2 

- - - 5/0 2 -  
T3 

- - - - 5 2 T4 

1 - - - 2 - T5 

- - - - 2 1 T6 

- - - - 2 2 T7 

- - 03/0 5/0 1 1 T8 

- - - 1 5/0 1 T9 

- - - 2 2 5/0 T10 

- - - 2 5/0 - T11 

- - - 5 5/1 - T12 

- - - 2 3 1 T13 

1 01/0 5/0 - 5/0 - T14 

2 - - - 5 - T15 

- - - 5/1 2 4 T16 

 

                                                                                                                                                                 
 Thidiazuron 

 Naphthylacetic acid 

 Indole 3 butyric acid 

4 Gibberellin  
5 Benzylaminopurine 
6 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
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 ویروس در گیاهانردیابی 

بررسی شدند. در گام دوم، گیاهان با واکنش  ACP-ELISAدر گام اول، گیاهان حاصل از تیمارهای مختلف به روش 
ی اختصاص یبا استفاده از آغازگرهاو ( RT-PCR) مرازیپل یارهیواکنش زنج -با روش ترانویسی معکوس ،منفی در آزمون الایزا

(SaLV-q-F:5ʹ-CATGCTGGCAGTGCAAGATGA-3ʹ  وSaLV-q-R:5ʹ-

CGGTTCTGTGCATCAACTCTTTACT-3ʹ رمزکننده هیناح، که بخش انتهایی NIb باز  232طول  به روسیژنوم و
-ʹR: 5و  ʹ18S rRNA (F: 5ʹ-ATCATTGTCGAGACCCGAAC-3. از ژن ندشد یبررس ،(کندیم ریتکث را

TCGTTTCCTCCAAAATCTCG-3ʹ به عنوان ژن مرجع )( استفاده شدAhrazem et al., 2016 استخراج .)کل،  اآران
ا کل با استفاده ( انجام شد. به طور خلاصه، استخراج آران2022و همکاران ) Moviروش  هب RT-PCR ومکمل  اانید ساخت

انجام شد. پس  زعفران اهانیسازنده از بافت برگ گ شرکت دستورالعمل( طبق رانیتهران، ا ناکلون،ی)س RNX-Plus تیاز ک
با  PCRساعت(،  کیبه مدت  وسیسلسدرجه  42 یما)در د SaLV-q-R معکوس آغازگر از استفاده با cDNA ساختاز 

 چرخه( با Applied Biosystems, California, USA) رلکیترموسا دستگاه لهیوس به یاختصاص یآغازگرهااستفاده از 
چرخه:  35به دنبال آن  قه،یدق سهبه مدت  وسیسلسدرجه  94 یدما در هیاول یسازواسرشتمرحله  کیشامل  یحرارت

و  هیثان 30 مدت به وسیسلسدرجه  58اتصال آغازگر به الگو در  ه،یثان 30به مدت  وسیسلسدرجه  94 در یسازواسرشت
انجام  قهیدق پنجبه مدت  وسیسلسدرجه  72گسترش در  ییو مرحله نها ه،یثان 20به مدت  وسیسلسدرجه  72 درگسترش 

به روش  ،RT-PCR جیبر اساس نتا SaLVاز  یعار یهامونهنگام سوم،  در ،RT-PCRآزمون  جینتا دییشد. به منظور تا
 فوق انجام شد. در این آزمایش، آغازگراستفاده از جفت  با (RT-qPCR) یکم مرازیپل یارهیواکنش زنج -معکوس یسیترانو

شاهد ، RT-qPCRو  RT-PCR شاتیآزما هر یک ازاستفاده شد. در  یو دو تکرار فن یکیولوژیهر نمونه از سه تکرار ب یبرا
 ا( مورد استفاده قرار گرفت. انواکنش بدون آر مثبت )گیاه آلوده( و شاهد منفی )گیاه سالم و

 

 هاداده یآمار لیتحل

 یالقا شیآزما در هاداده انسیوار هیتجز و ©Rest (version 2) افزارنرماستفاده از  با RT-qPCRمربوط به  یهاداده
 نیانگیم سهیمقاانجام شد.  یدر قالب طرح کاملا تصادف لیفاکتور شیآزما صورت به روسیاز و یسازیعار شیآزماکالوس و 

از  استفاده با هاداده یآمار یهالیتحل هی. کلگرفت رارق یبررس مورد درصد 5 احتمال سطح در یتوک آزمون براساس هاداده
 .گردید انجام R 4.3.2برنامه آماری 

 پژوهش و بحث یهاافتهی

 اهانیگ از یتعداد بنهکه  ندداد نشان مثبت واکنش زاینمونه در آزمون الا 420 ،شده یآورجمعزعفران  یبرگنمونه  530از 
در آزمون  یمنف اهانیگ بنهمورد استفاده قرار گرفت.  آنها، بیو ترک ستمیو کشت مر یگرما درمان یمارهایاعمال ت یبراآلوده 

در  pH( نشان داد که اثر متقابل 1کالوس )شکل  یحاصل از القا جینتا در گلدان کشت شدند. یماریت چیه بدون زایالا
 (. 2است )جدول  داریمعن یرشد یهاکننده میظمختلف تن یهاغلظت
ممکن  ییایقل یهاسازگار با خاک یاهیگ یهاگونه یکه برخ باشد لیدلاین  به تواندیممختلف  یها pHمتفاوت در  جینتا

دارند.  قیدق یسازنهیبه به ازیموارد کاملاً خاص هستند و ن نینشان دهند، اما ا ی( پاسخ بهتر5/7مانند بالاتر ) pHاست در 
بعد از  زین دمور نیدر ا یه، اما حتموفق گزارش شد pH 2/7در  ی( گاهPhoenix dactyliferaبطور مثال کشت بافت خرما )

 Shabalaدارد ) یترنانیقابل اطم جی( نتا6مثلا ) یدیاس pHارقام مختلف خرما عنوان شده است که  یرو ادیز یهایبررس

et al., 2012 )رشد در  طیو خزر( شرا یارقام زعفران )پوشال یبرخ نکهیبا توجه به ا نیابرابنpH جادیا نیرا دارند بنابرا ییایقل 
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مقدار  نیزعفران است با ا اهیدر گ قیمورد تنها تحق نیا نکهیا لیبدل یول ستین تظاردور از ان pHمحدوده  نیمتفاوت در ا جینتا
pH دارد. اما همچنان  هیبه تکرار جهت توص ازی، نpH 8/5 یماریت بیترک دراست.  مناسبی استاندارد 8/5 یدیاس pH  و

 20-15 گذشت از بعد بلکه نداد رخ ییزاکالوس گونه چیه NAAو  D، BAP-2,4 تریبر ل گرمیلیم دو و دو م،ین یهاغلظت
متورم شدن نمودند و بدون تشکیل کالوس اندازه  وکشت شده شروع به تغییر  یهازنمونهیر مارها،یت نیروز از انتقال بر روی ا

اکسین در  ی رشدیهاکننده میتنظها احتمالا ناشی از حضور شد. دلیل بزرگ شدن سریع سلول شتریببرابر  مین و کیآنهـا تا 
محیط کشت مشاهده گردید.  ها درروز پس از کشت ریزنمونه 35زایی بعد از های کالوسبوده است. اولین پاسخکشت  محیط

مشاهده  pH 8/5زایی در درصد کالوس 60با  IBAو BAPگرم بر لیترمیلی دو و پنج ماریتزایی مربوط به بیشترین درصد کالوس
محیط  ها درروز پس از کشت ریز نمونه 46زایی های کالوسنشان داد اولین پاسخ pH 5/7شد. نتایج حاصل از القا کالوس در 

 BAPگرم بر لیتر میلی پنجهمراه با  D-2,4گرم بر لیتر میلی دوزایی در تیمارهای کشت مشاهده گردید. بیشترین درصد کالوس
همراه  D-2,4گرم بر لیتر میلی چهاردرصد( و  75) IBAگرم بر لیتر میلی دوهمراه با  BAPگرم بر لیتر(، پنج میلیدرصد 75)

درصد( مشاهده شد. نتایج حاصل از این آزمایش نشان  70) NAAگرم بر لیتر میلی میون کو ی BAPگرم بر لیتر میلی دوبا 
زایی مشاهده نشد هیچ کالوس NAAگرم بر لیتر میلی دوهمراه با  D  BAP-2,4گرم بر لیتر میلی دوو  مینداد که در غلظت 

 (. 2)شکل 
 

 
 زایی ریزنمونه مریستم گیاه زعفران تحت سطوح مختلف هورمونی. کالوس1شکل 

  (5/7و  8/5 برابر pHدر  ییزاکالوس درصد 60 با IBAو BAPتریل بر گرمیلیم 2 و 5 ماریت چپ به راست از بیترت به)
 

 در  یهورمون یمارهایتزایی ریزنمونه مریستم گیاه زعفران در سطوح مختلف هورمونی )درصد کالوس انسیوارتجزیه  .2 جدول

 

 های مختلفpH( در آمده است .1جدول 

 منبع تغییرات درجه آزادی میانگین مربعات

**62/87 1 pH 

 (Hسطوح هورمونی ) 15 25/154**

**54/450 15 pH×H 

 خطا 64 35/13

 ضریب تغییرات )%( - 41/10

 باشددرصد می 1داری در سطح احتمال نشان دهنده معنی **
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آمده  1ها )تیمارهای هورمونی در جدول های مختلف هورمونگیاه زعفران در غلظتریزنمونه مریستم زایی . درصد کالوس2شکل 

 درصد ندارند. 5داری براساس آزمون توکی در سطح احتمال معنی حرف مشترک، اختلافهای دارای حداقل یک ستون . pH 7.5و  pH 5.8است( در 

 

یعاردرصد بر  هاداری اثر اصلی کشت مریستم، گرمادرمانی و اثر متقابل آننتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان از معنی
(. مقایسه میانگین بین عامل کشت 3داشت )جدول  RT-PCRالایزا و ی گیاهان زعفران از ویروس بر اساس نتایج آزمون ساز

نشان داد که هر چه اندازه مریستم  RT-PCRالایزا و زعفران بر اساس آزمون پنهان صد گیاهان عاری از ویروس مریستم بر در
اساس  بر روسیواز  یعار اهانیدرصد گ نیشتریب کهیطور بهبیشتر خواهد بود. ویروس کوچکتر باشد درصد گیاهان عاری از 

آن به  زانیم نیو کمتر متریلیم 3/0 اندازه با ستمیمر کشت در درصد 29/81و  73/83با  بیبه ترت RT-PCRو  زایالاآزمون 
بر  یگرمادرمانمختلف  یهاروش ری. تاثآمد دست به متریلیم 7/0با اندازه  ستمیدرصد در کشت مر 91/30و  5/38با  بیترت
 وسیسلسدرجه  50 در روسیواز  یعار اهانیگ درصد نیشترینشان داد که ب زعفرانپنهان  روسیاز و یعار اهانیگ صددر زانیم

درجه  40آن در  زانیم نیکمتر ودرصد(  36/66و  36/71با  بیترت به) RT-PCRو  زایالااساس آزمون  بر قهیدق 60مدت  به
ترکیب تیماری گرمادرمانی و کشت مریستم  ریتأثدست آمد. به درصد(  47/46و  98/50 بی)به ترت قهیدق 60 مدت به وسیسلس
 50متر و گرمادرمانی میلی 3/0کشت مریستم با اندازه زعفران نشان داد که در تیمار پنهان صد گیاهان عاری از ویروس بر در

شد. در تولید  RT-PCRالایزا و زعفران عاری از ویروس بر اساس آزمون درصد گیاه  100دقیقه،  60به مدت  سلسیوسدرجه 
-RTالایزا و به ترتیب بر اساس آزمون  54/20و  64/31زعفران )پنهان صد گیاهان عاری از ویروس در حالیکه که کمترین

PCR دقیقه به دست آمد )شکل  60درجه سلسیوس به مدت  40متر و گرمادرمانی میلی 7/0کشت مریستم با اندازه ( در تیمار
 یاهیگ درجه سلسیوس 37درجه سلسیوس و  43ی در دمای گرمادرمان، تیمار متریلیم 1/0 تیمار کشت مریستم به اندازه در (.3
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 با تیمار کشت مریستم توام با گرمادرمانی SaLVدرصد گیاهان زعفران عاری از  انسیوارتجزیه  .3 جدول

 میانگین مربعات 
 منبع تغییرات درجه آزادی

 الایزا آزمون RT-PCR آزمون RT-qPCRآزمون 

 (Mاندازه مریستم ) 2 64/1431** 38/954** 54/132**

 (Tگرمادرمانی ) 2 65/943** 93/865** 74/53**

*86/34 *65/200 *52/143 4 M×T 

 خطا 18 32/41 76/51 75/10

 ضریب تغییرات - 85/5 65/7 87/15

 باشد.درصد می 5و  1داری در سطح احتمال به ترتیب نشان دهنده معنی **و  *

 
 SaLVاز  ی گیاهان زعفرانسازیدرصد عارگرمادرمانی بر  ×. میانگین اثر متقابل کشت مریستم 3شکل 

 

 درصد ندارند. 5داری براساس آزمون توکی در سطح احتمال معنی هایی دارای حداقل یک حرف مشترک، اختلافستون
 82-84، میزان نشانگر فلورسنس در منحنی ذوب ذوب در محدوده RT-qPCRفلورسنس محصولات  یهاداده براساس

 ( مشاهده شدB4( و تنها یک نقطه اوج در منحنی نقطه اوج ذوب )شکل A4درجه سلسیوس کاهش شدیدی نشان داد )شکل 
 آغازگرجفت با  ریتکث یمنحن. با نقطه ذوب خاص بود SaLV-q-F/R جفت آغازگرتکثیر اختصاصی فقط یک قطعه با که 

SaLV-q-F/R  شکل  یدیگموئیسنیز(C4 .بود )مشاهده محصول  یبراRT-qPCR، درصد  کیژل آگارز  باالکتروفورز  از
 . (D4باشد )شکل آلودگی یا عدم آلودگی به ویروس می دهندهنشانبه ترتیب  DNAکه وجود یا عدم وجود باند  دیگرد استفاده
 بابودند  روسیاز و یعار RT-PCRو  زایکه بر اساس آزمون الا یاهانیگ ،SaLV از یعار اهانیگ یینها دییتامنظور  به
با  توأم ستمیمر کشت یبیترک یمارهایت (Ct)به آستانه چرخه  مربوط جینتا. گرفتند قرار یبررس مورد زین RT-qPCR آزمون

مقدار  نکهیآمده است. با توجه به ا 4در جدول  RT-qPCR آزموناساس  بر SaLVبه زعفرانآلوده  اهانیگ یبرا یگرمادرمان
 7/24 برابر( روسیشاهد مثبت )آلوده به و اهانیگ یو برا 6/30 برابر( روسیاز و ی)عار یمنف شاهد اهانیگ یبراچرخه  آستانه

به  ،30آستانه چرخه کمتر از  با ییمارهایت و روسیشده از و یسازیعارعنوان  به ،30 یبالا چرخه آستانه با ییمارهایت بود،
 یگرمادرمان و متریلیم 3/0با اندازه  ستمیمر کشت یبیمارترکیت درآزمون،  نیا جینتا اساس بر. شدند ثبت روسیو بهعنوان آلوده 

ی این تیمار دارای دامنه تکرارها تمام رایز بودند SaLVاز یعار اهانیگ درصد 100 قه،یدق 60 مدت به وسیسلس درجه 50
 ( بودند.30)بیش از  3/32-6/38آستانه چرخه 
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( Dزعفران ) پنهانویروس  RT-qPCRمحصول و الگوی الکتروفورز افقی  (C)(، منحنی تکثیر B) (ΔF/ΔT-)(، منحنی نقطه اوج ذوب Aمنحنی ذوب ). 4شکل 

جفت  DNA 50: نشانگر اندازه RT-PCR .Mبه روش  Nibجفت باز ناحیه  233، طراحی شده برای تکثیر قطعه SaLV-q-F/R با استفاده از آغازگرهای اختصاصی
 DNAدهد که وجود یا عدم وجود باند های بدون نام محصول تیمارهای مختلف آزمایش را نشان میکنترل مثبت. راهک . +C :: کنترل منفی-C . (DM1160)باز 

 .باشدیم SaLVبه  ماریآن ت یاهینمونه گ یعدم آلودگ ای یآلودگ دهندهننشا بیترت به یبازجفت  233
 

داری اثر اصلی اندازه مریستم و گرمادرمانی در سطح احتمال یک درصد و اثر نتایج حاصل از تجزیه واریانس نشان از معنی
(. 3داشت )جدول  RT-qPCRآزمون بر اساس  SaLVدرصد گیاهان عاری ازبر  در سطح احتمال پنج درصد هامتقابل آن

نشان داد  RT-qPCRآزمون بر اساس  SaLV درصد گیاهان عاری ازمقایسه میانگین بین سطوح مختلف اندازه مریستم بر 
درصد گیاهان عاری متر و کمترین میلی 3/0درصد در کشت مریستم با اندازه  3/80با  SaLV که بیشترین درصد گیاهان بدون

SaLV  یسطح تجمع نسب(. تاثیر گرمادرمانی بر 5متر به دست آمد )جدول میلی 7/0کشت مریستم با اندازه درصد در  2/33با 
SaLV  آزمون بر اساسRT-qPCR  عاری ازدرصد گیاهان نشان داد که بیشترین SaLV (7/68  )در تیمار گرمادرمانی درصد

گرمادرمانی بر  ×کشت مریستم گین اثر متقابل (. مقایسه میان5دقیقه به دست آمد )جدول  60درجه سلسیوس به مدت  50
 3/0که در تیمار مریستم با اندازه در گیاه زعفران نشان داد  RT-qPCRآزمون بر اساس  SaLV درصد گیاهان عاری از

 (.5)جدول  بودند SaLV عاری از درصد 100گیاهان دقیقه  60درجه سلسیوس به مدت  50متر و گرمادرمانی میلی
 

 RT-qPCRبر اساس آزمون  SaLVآلوده زعفران به اهانیگ یبرا یتوام با گرمادرمان ستمیکشت مر یبیترک یمارهای( تCtآستانه چرخه )مقایسه  .4جدول 

 متر()میلی مریستم اندازه  ماریت

  3/0 5/0 7/0 

 مانیرگرماد

60 min , 50 ℃ 6/38-3/32 4/32-3/26 6/31-3/24 

60 min , 40 ℃  3/36-4/27 3/33-0/24  9/30-3/23 

21 day , 28 ℃ 5/36-1/28   8/32-2/22 8/31-3/22 

6/30 شاهد بدون آلودگی به ویروس  - - 

7/24 روسیو به یآلودگبا  شاهد  - - 

 

-RT آزموناساس  بر SaLV اززعفران  اهانیگ یسازیعار درصد بر یبیترک یمارهایت در یگرمادرمان×  ستمیاثر متقابل کشت مر نیانگیم سهیمقا .5 جدول

qPCR. 

  متر()میلی مریستم اندازه  ماریت

 میانگین 7/0 5/0 3/0  

 مانیرگرماد

60 min , 50 ℃  a100  c6/65  e4/40  a7/68 

60 min , 40 ℃  c5/65  d5/45  g8/25  c6/45 

21 day , 28 ℃ 4/75  b  de6/43  f5/33  b8/50 

 - a3/80  b56/51  c2/33  میانگین 

 .باشد یم یبر اساس آزمون توک %5دار در سطح احتمال  یتفاوت معن هدهند نشانمتفاوت  حروف
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 بحث
نه تنها بر جذب  pHدارند.  ازیکشت ن یهاطیرشد و توسعه در مح یبرا نهیبه pHمقدار  کیبه  یاهیگ یهاها و بافتسلول
 سطح(. Rashid et al., 2018د )سازیمتأثر م زیرا ن هانایگ یو هورمون یمیآنز یهاتیبلکه فعال گذاردیم ریتأث ییمواد غذا

سلول  یو عملکرد غشا کندیم میتنظ گذارد،یم ریتأث هاریزنمونهو رشد  یسلول میرا که بر تقس یتوپلاسمیس تیفعال، pH بهینه
 یاصل pHبه  رعتها به سدارند، اما سلول یتوپلاسمیس pHبر  یمدتکوتاه ریتأث یخارج pHدر  راتیی. تغکندینم بیرا تخر

ممکن  رییتغ نیحال، ا نی. با اماندینمموثر  یبه مدت طولان توپلاسمیبر س یخارج pH ریتأث ن،ی. بنابراشوندیم میخود تنظ
قرار و  شودیم اهیباعث کاهش رشد گ ATPکاهش سطح (. Bhatia et al., 2005) داشته باشد ریتأث اهانیاست بر رشد گ

 مناطق بیرونی سلول گردد در یبه فسفات آل یرآلیفسفات غ لیمنجر به تبد تواندیم نییپا اریبس pHها در معرض سلول گرفتن
(Bhatia et al., 2005 .)راتییتغ pHطیوم از محیآمون ای تراتین یاز جذب اختصاص یناش تواندیم گر،ی، به همراه عوامل د 

-جذب باشد. جذب  نیاز ا یناش یدروکسیه یهاونی ایها از انبساط پروتون ایباشد  اهیرشد گ
3NO به سمت  رییمنجر به تغpH 

+که جذب  یدر حال شود،یم بازی
4NH تیمز یدیاس طی( در شراونی)آن یمنف یهاونیجذب  .شودیم تهیدیاس شیمنجر به افزا 

(. Rashid et al., 2018د )شویشکل انجام م نیبه بهتر pH شی( هنگام افزاونیمثبت )کات یهاونیکه جذب  یدارد، در حال
pH  که  یدر حال شود،یسفت م اریبس طیمح کی جادیباعث ا 6بالاتر ازpH  کمتر جامد  یطیمح جادیمنجر به ا 5کمتر از

 و ییاززابر ب یمیمستق ریتأث pH رایشود ز نهیبه ییکالوس و باززا جادیا یبرا pHاست که سطح  یضرور ن،ی. بنابراشودیم
 یریکه تأث کندیم فایو محرک رشد ا یمیآنز یهاتیدر فعال ینقش مهم pH(. سطح Rashid et al., 2018دارد ) ییزاکالوس

 کیمتاسب  pH 8/5 سطح نیکه ا دادنشان  شیآزما نیا جینتا گر،یدارد. به عبارت د اهانیگ یها و رشد کلبر عملکرد سلول
 .کندیزعفران فراهم م اهیکالوس در گ دیتول یه برایکشت پا طیمح

 تواندیم قهیدق 60به مدت  وسیسلسدرجه  50 یو گرمادرمان متریلیم 3/0 اندازه با ستمیمر کشت بینشان داد که ترک جینتا
(، 2009و همکاران ) Křižanگفته  به. شود یاهیگ مواد از( SaLVپنهان زعفران ) روسیمنجر به حذف و یبه طور موثر

 ودارد  یزحمت کمتر رایشود زیم هی( توصin vitro) یشگاهیآزما طیشراسبت به ن in vivo))  یعیطب طیشرا در یگرمادرمان
 اهانیگ ییزداروسیو. (Wang et al., 2008)دهد یسوماکلونال را کاهش م یریرپذییخطر تغ in vitroتر کشت مدت کوتاه

 شی. به منظور افزا(Nesi et al., 2009) است شده هیتوص یمتعدد اهانیگ مورد در یگرمادرمان و ستمیکشت نوک مر قیاز طر
 ردیگ انجام دیبا روس،یبا چند و اهانیگ توأم ای مخلوط یهایآلودگخصوص در موارد  هب ،هاروش نیا بیترکراندمان حذف، 

(Miljanić et al., 2022 .) 

ها تیمار نی، اما اانجام شده استمختلف  اهانیدر گ روسیو یکنشهیبهبود ر یبرا ستمیبا کشت مر یگرمادرمان بیرکت
( 2006و همکاران ) Ramírez-Malagón(. Wang et al., 2018) دهندیو رشد مجدد ساقه را کاهش م ستمیمر یبقا
 ماریت یهاستمیدرصد از مر 37تا  27که  یزنده ماندند، در حال گرمادرمانیبدون  یهاستمیاز مر درصد 42تا  34که  افتندیدر

( شده 2015و همکاران گزارش )  Vieiraتوسط« جوناس» ریدر س زین یمشابه جیزنده ماندند. نتا ریشده با حرارت در دو رقم س
با کشت  یدرمانگرما بیاز ترک یرشد مجدد ناش افتهی. سطوح کاهش باشدیمهمراستا  ریپژوهش اخ جیبا نتا ج،ینتا نیااست. 

بدون  ستمینسبت به کشت مر روسیاز و یعار اهانیگ یغربالگر یشده برا یبازساز اهانیاز گ یبه تعداد کمتر ستمیمر
به سلول بیآس ایاسترس  جادیباعث ا ینشان داد که گرمادرمان یو درون سلول یشناسبافت راتییتغ نیداشت. ا ازین یدرمانگرما
تحت  یروسیمهار و (.Wang et al., 2021شود )یو رشد مجدد ساقه م ستمیمر یباعث کاهش بقا جهیشود و در نتیها م

 یعفون ریغ هی(، و ناحHu et al., 2015دهد )یکاهش م یراس ستمیرا به مر یروسیبا گرما به طور بالقوه انتقال ذرات و ماریت
 ستمیس زیآمتیاستقرار موفق دیکل یگرمادرمان ماریتاست. طول  روسیاز و یعار نیادهد، که بنابریرا در نوک ساقه گسترش م

 یباق اهیگدر  روسیو یهاکرهیپاز  یادیکوتاه باشد، تعداد ز یلیخ یکه درمان حرارت یاست. هنگام روسیو یکنشهیروش ر
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انجام شود، مقاومت در برابر  یمدت طولان یبرا یدرمانگرمااما اگر  شود،یم یریکامل جلوگ یکنشهیاز ر نیبنابرا ماند،یم
 یگرمادرمان یبیترک ماریتکه  افتندی( در2010و همکاران ) Tan(. Wang et al., 2018) کندیها شروع به کاهش محرارت شاخه

نوک ساقه به  زرا ا ACLSVو  ASGVبدون  یگلاب اهانیگ ستمیمر کشت( و وسیسلسدرجه  37 یروز )در دما 35به مدت 
ضد  یدفاع سازوکاربا  روسیا وآران بیباعث تخر و کرده یریجلوگ روسیو ریبالا از تکث یکند. دما دیمتر تولیلیم کیطول 

در  ینقش مهم ستمی(. اندازه مرKim et al., 2021; Miljanić et al., 2022) شودیما مرتبط آران یبه نام خاموش یروسیو
را دارند. استفاده  روسیراندمان حذف و نیدارند اما بالاتر یکمتر یکوچکتر نرخ بقا یهاستمیمر رایدارد، ز روسیحذف و ییکارا

 ,.Sharifi et al) لیگلا اهیاز گ ایلوب زرداز روش گرمادرمانی توأم با کشت مریستم انتهایی سبب حذف ویروس موزاییک 

در مطالعه ما،  شده است. (Wang et al., 2006)حذف دو ویروس لکه سبزرد برگ سیب و ساقه شیاری سیب  و( 2015
خطر  ها،ستمیاز مر اهیگ ییو باززا in vivo یگرمادرمان قیاز طر یشگاهیآزما طیامحدود کردن مدت مرحله کشت در شر

 ستمینوک مر کشتو  یبیرکت یحذف با استفاده از گرمادرمان تیموفق زانیم ن،یرا کاهش داد. علاوه بر ا یکیژنت یثباتیب
 کننده است. روشی امیدوار

 

 گیری و پیشنهادهانتیجه

قرار  یرا مورد بررس گرمادرمانیو  کشت مریستم یعنی ،پنهان زعفران روسیو زدایی زعفران ازویروسمطالعه دو روش  نیا
 تواندیمدقیقه  60درجه سلسیوس به مدت  50متر و گرمادرمانی میلی 3/0مریستم با اندازه  کشت بیداد و نشان داد که ترک

مواد تکثیری )بنه( توسعه  یبرا ی موثرروش درمان یکمطالعه  نیا. کند حذفرا  (SaLVپنهان زعفران ) روسیبه طور موثر و
ها سایر روشمنظور بررسی تأثیر گردد تحقیقات بیشتری بهاین، پیشنهاد می برعلاوه  کند.یارائه م روسیو عاری از زعفران

ی روی متابولیت های ثانویه نیز تاثیر ویروس زدای درمانی در حذف این ویروس در گیاه زعفران ومانند الکترودرمانی و شیمی
 .صورت گیردزعفران 

 

 منابع
های زعفران ایران با (. بررسی تنوع ژنتیکی برخی نمونه1395سید علیرضا. )، سیامک و سلامی ،کلانتری ،زینب ،عابدی ،مجید ،شکرپور

. 267-257(، 4) 4، زراعت و فناوری زعفران ISSR. و RAPD استفاده از نشانگرهای ملکولی
https://doi.org/10.22048/jsat.2016.38672 

REFERENCES 

Ágoston, J., Almási, A., Pinczés, D., Sáray, R., Salánki, K., & Palkovics, L. (2024). First report of 

saffron latent virus in Crocus sativus from Hungary. Plant Disease, 108(2), 540. 

https://doi.org/10.1094/PDIS-09-23-1765-PDN 

Ahrazem, O., Argandoña, J., Castillo, R., Rubio-Moraga, A., & Gómez-Gómez, L. (2016). 

Identification and cloning of differentially expressed SOUL and ELIP genes in saffron stigmas 

using a subtractive hybridization approach. PloS One, 11(12), e0168736. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone. 0168736 

Bayati, S., Shams-Bakhsh, M., & Moini, A. (2011). Elimination of Grapevine virus A (GVA) by 

cryotherapy and electrotherapy. Journal of Agricultural Science and Technology, 13(3), 442-

450. In Persian. https://doi.org/20.1001.1.16807073.2011.13.3.2.9 

Benke, A. P., Krishna, R., Khandagale, K., Gawande, S., Shelke, P., Dukare, S., ... & Mahajan, V. 

(2023). Efficient elimination of viruses from garlic using a combination of shoot meristem 

culture, thermotherapy, and chemical treatment. Pathogens, 12(1), 129. https://doi.org/10.3390/ 

pathogens12010129 

Bruni, R., Bellardi, M. G., & Parrella, G. (2016). Change in chemical composition of sweet basil 

(Ocimum basilicum L.) essential oil caused by alfalfa mosaic virus. Journal of Phytopathology, 

https://doi.org/10.22048/jsat.2016.38672
https://doi.org/10.1371/journal.pone
https://doi.org/10.3390/


 1403، دوم، شمارة پنجمایران، دورة پنجاه و  دانش گیاهپزشکی هینشر                                                                                         346

  

 

 

164(3), 202-206. https://doi.org/10.1111/jph.12410 

Caiola, M. G., & Faoro, F. (2011). Latent virus infections in Crocus sativus and Crocus 

cartwrightianus. Phytopathologia Mediterranea, 50(2), 175-182. 

Cervera, H., Ambrós, S., Bernet, G. P., Rodrigo, G., & Elena, S. F. (2018). Viral fitness correlates 

with the magnitude and direction of the perturbation induced in the hostˈs transcriptome: the 

tobacco etch potyvirus—tobacco case study. Molecular Biology and Evolution, 35(7), 1599-

1615. https://doi.org/10. 1093/ molbev/msy038 

Chakraborty, S. (2016). Transcriptome from saffron (Crocus sativus) plants in Jammu and Kashmir 

reveals abundant soybean mosaic virus transcripts and several putative pathogen bacterial and 

fungal genera. BioRxiv, 079186. https://doi.org/10.1101/079186 

Chen, J. (2000). Occurrence and control of mosaic disease [turnip mosaic virus] in saffron (Crocus 

sativus). Zhejiang Nongye Kexue, 3, 132-135. 

Gogile, A., Markos, T., Kebede, M., Kidanemariam, D., & Abraham, A. (2024). Elimination of yam 

mosaic virus from yam using an optimized combination of meristem culture and thermotherapy. 

Australasian Plant Pathology, 53(2), 185-197. https://doi.org/10.1007/s13313-024-00965-9 

González‐Jara, P., Tenllado, F., Martínez‐García, B., Atencio, F. A., Barajas, D., Vargas, M., ... & 

Díaz‐Ruíz, J. R. (2004). Host‐dependent differences during synergistic infection by Potyviruses 

with potato virus X. Molecular Plant Pathology, 5(1), 29-35. https://doi.org/10.1111/j.1364-

3703.2004.00202.x 

Haseli M., Valouzi H. & Dizadji A. (2024). Beet western yellows virus frequently infects Crocus 

sativus in Iran. Australasian Plant Disease Notes, 19(1). https://doi.org/10.1007/s13314-024-

00538-1 

Hu, G., Dong, Y., Zhang, Z., Fan, X., Ren, F., & Zhou, J. (2015). Virus elimination from in vitro 

apple by thermotherapy combined with chemotherapy. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 

(PCTOC), 121, 435-443. https://doi.org/10.1007/s11240-015-0714-6 

Kazemi, N., Habashi, A. A., & Asadi, W. (2019). Evaluation of combined treatments of 

thermotherapy and apical meristem culture efficiencyon virus elimination from in vitro shootlts 

of Red Flash Apple (Malus pumila Mill.). Journal of Horticultural Science. 33(3), 499-509. 

https://doi /epdf/10.5555/ 20203567082 

Kim, Y., Kim, Y. J., & Paek, K. H. (2021). Temperature-specific vsiRNA confers RNAi-mediated 

viral resistance at elevated temperature in Capsicum annuum. Journal of Experimental Botany, 

72(4), 1432-1448. https://doi.org/10.1093/jxb/eraa527 

Křižan, B., Ondrušiková, E., Holleinová, V., Moravcova, K., & Blahova, L. (2009). Elimination of 

Grapevine fanleaf virus in grapevine by in vivo and in vitro thermotherapy. Horticultural 

Science, 36(3), 105-108. https://doi.org/10.17221/37/2008-HORTSCI 

Kwon, Y. H., Choi, W. I., Kim, H. K., Kim, K. O., Kim, J. H., Huh, Y. S., & Park, W. T. (2022). 

Efficacy of virus elimination from 'Rehmannia glutinosa' using simultaneous thermotherapy, 

chemotherapy, and meristem culture. Plant Omics, 15(1), 6-12. https://doi.org/10.21475/ 

POJ.15.01.22.p3527 

Leone, S., Recinella, L., Chiavaroli, A., Orlando, G., Ferrante, C., Leporini, L., & Menghini, L. 

(2018). Phytotherapic use of the Crocus sativus L. (Saffron) and its potential applications: A 

brief overview. Phytotherapy Research, 32(12), 2364-2375. https://doi.org/10.1002/ptr.6181 

Liu, J., Zhang, X., Yang, Y., Hong, N., Wang, G., Wang, A., & Wang, L. (2016). Characterization 

of virus-derived small interfering RNAs in Apple stem grooving virus-infected in vitro-cultured 

Pyrus pyrifolia shoot tips in response to high temperature treatment. Virology Journal, 13, 1-

11. https://doi.org/10.1186/s12985-016-0625-0 

Lorenzo, C., Shadmani, G., Valouzi, H., Moratalla-López, N., Bahlolzada, H., Sánchez-Gómez, R., 

... & Alonso, G. L. (2023). Saffron Stigmas Apocarotenoid Contents from Saffron Latent Virus 

(SaLV)-Infected Plants with Different Origins and Dehydration Temperatures. Horticulturae, 

9(8), 933. https://doi.org/10.3390/horticulturae9080933 

Martinez-Fajardo, C., Navarro-Simarro, P., Morote, L., Rubio-Moraga, Á., Mondéjar-López, M., 

https://doi.org/10
https://doi.org/10.21475/


    347    رانهمکاو  رحیمی /...و  ستمیکشت مر یریپنهان زعفران با بکارگ روسیاز و یزعفران عار اناهیگ دیتول پژوهشی( -)علمی 

 

 

Niza, E., ... & López-Jiménez, A. J. (2024). Exploring the viral landscape of saffron through 

metatranscriptomic analysis. Virus Research, 345, 199389. https://doi.org/10.1016/ 

j.virusres.2024.199389 

Miglino, R., Jodlowska, A., & Van Schadewijk, A. R. (2005). First report of Narcissus mosaic virus 

infecting Crocus spp. cultivars in the Netherlands. Plant Disease, 89(3), 342-342. 

https://doi.org/10.1094/PD-89-0342C 

Miljanić, V., Rusjan, D., Škvarč, A., Chatelet, P., & Štajner, N. (2022). Elimination of eight viruses 

and two viroids from preclonal candidates of six grapevine varieties (Vitis vinifera L.) through 

in vivo thermotherapy and in vitro meristem tip micrografting. Plants, 11(8), 1064. 

https://doi.org/10.3390/plants11081064 

Moratalla-López, N., Parizad, S., Habibi, M. K., Winter, S., Kalantari, S., Bera, S., ... & Alonso, G. 

L. (2021). Impact of two different dehydration methods on saffron quality, concerning the 

prevalence of Saffron latent virus (SaLV) in Iran. Food Chemistry, 337, 127786. 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.127786 

Movi, S., Dizadji, A., Parizad, S., & Zarghani, S. N. (2022). Biological characteristics and genetic 

variation analyses of saffron latent virus (SaLV) based on genomic P1-Pro and P3 regions. 

European Journal of Plant Pathology, 164(2), 299-312. https://doi.org/10.1007/s10658-022-

02561-3 

Murashige T & Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco 

tissue cultures. Physiol. Plant. 15:473—497. https://doi.org/10.1111/j.1399-

3054.1962.tb08052.x 

Nesi, B., Trinchello, D., Lazzereschi, S., Grassotti, A., & Ruffoni, B. (2009). Production of lily 

symptomless virus-free plants by shoot meristem tip culture and in vitro thermotherapy. 

HortScience, 44(1), 217-219. https://doi.org/10.21273/HORTSCI.44.1.217 

Panattoni, A., Luvisi, A., & Triolo, E. (2013). Elimination of viruses in plants: twenty years of 

progress. Spanish Journal of Agricultural Research, 11(1), 173-188. 

http://dx.doi.org/10.5424/sjar/2013111-3201 

Parizad, S., Dizadji, A., Habibi, M. K., Winter, S., Kalantari, S., Movi, S., ... & Moratalla-Lopez, N. 

(2019). The effects of geographical origin and virus infection on the saffron (Crocus sativus L.) 

quality. Food Chemistry, 295, 387-394. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.05.116 

Parizad, S., Dizadji, A., Koohi Habibi, M., Winter, S., Kalantari, S., Movi, S., ... & Ayllón, M. A. 

(2018). Description and genetic variation of a distinct species of potyvirus infecting saffron 

(Crocus sativus L.) plants in major production regions in Iran. Annals of Applied Biology, 

173(3), 233-242. https://doi.org/10.1111/aab.12456 

Petrov, N. M., Stoyanova, M. I., & Gaur, R. K. (2024). Characterization and management of 

economically important viruses on sweet pepper cultivars in Europe. In Pepper Virome (pp. 

445-475). Academic Press. https://doi.org/10.1016/B978-0-443-15576-5.00010-1 

Ramírez-Malagón, R., Pérez-Moreno, L., Borodanenko, A., Salinas-González, G. J., & Ochoa-Alejo, 

N. (2006). Differential organ infection studies, potyvirus elimination, and field performance of 

virus-free garlic plants produced by tissue culture. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 86, 

103-110. https://doi.org/10.1007/s11240-006-9102-6 

Shabala, S. (2012). Plant stress physiology, CABi Publishing, (Shabala, S., & Bose, J. 2012: 91–

126). 

Shalitin, D., & Wolf, S. (2000). Cucumber mosaic virus infection affects sugar transport in melon 

plants. Plant Physiology, 123(2), 597-604. https://doi.org/10.1104/pp.123.2.597 

Sharifi Nezamabad, P., Koohi Habibi, M., Dizadji, A., & Kalantari, S. (2015). Elimination of Bean 

yellow mosaic virus through thermotherapy combined with meristem-tip culture in gladiolus 

corms. Journal of Crop Protection, 4(4), 533-543. 

https://doi.org/20.1001.1.22519041.2015.4.4.10.8 

Shokrpour, M. (2019). Saffron (Crocus sativus L.) breeding: opportunities and challenges. In 

https://doi.org/10.1016/
https://doi.org/10.1007/s11240-006-9102-6


 1403، دوم، شمارة پنجمایران، دورة پنجاه و  دانش گیاهپزشکی هینشر                                                                                         348

  

 

 

Advances in Plant Breeding Strategies: Industrial and Food Crops, edited by Al-Khayri, J., 

Jain, S., Johnson, D.. Springer, Cham.  : Volume 6, 675-706. https://doi.org/10.1007/978-3-030-

23265-8_17 

Tan, R., Wang, L., Hong, N., & Wang, G. (2010). Enhanced efficiency of virus eradication following 

thermotherapy of shoot-tip cultures of pear. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 

101, 229-235. https://doi.org/10.1007/s11240-010-9681-0 

Valouzi, H., Dizadji, A., Golnaraghi, A., Salami, S.A., Selmi, I., Fontdevila Pareta, N. et al. (2025) 

First detection of saffron dwarf virus, wheat dwarf virus, wheat dwarf virus-associated 

alphasatellite and a new putative potyvirus species in saffron in Iran. New Disease Reports, 

vol.51, e70022. https://doi.org/10.1002/ndr2.70022 

Vieira, R. L., da Silva, A. L., Zaffari, G. R., Steinmacher, D. A., de Freitas Fraga, H. P., & Guerra, 

M. P. (2015). Efficient elimination of virus complex from garlic (Allium sativum L.) by 

cryotherapy of shoot tips. Acta Physiologiae Plantarum, 37, 1-11. 

https://doi.org/10.1007/s11738-014-1733-3 

Vivek, M., & Modgil, M. (2018). Elimination of viruses through thermotherapy and meristem culture 

in apple cultivar ‘Oregon Spur-II’. Virus Disease, 29, 75-82. https://doi.org/10.1007/s13337-

018-0437-5 

Wang, L., Wang, G., Hong, N., Tang, R., Deng, X., & Zhang, H. (2006). Effect of thermotherapy on 

elimination of Apple stem grooving virus and Apple chlorotic leaf spot virus for in vitro-

cultured pear shoot tips. HortScience, 41(3), 729-732. 

https://doi.org/10.21273/HORTSCI.41.3.729 

Wang, M. R., Cui, Z. H., Li, J. W., Hao, X. Y., Zhao, L., & Wang, Q. C. (2018). In vitro 

thermotherapy-based methods for plant virus eradication. Plant methods, 14, 1-18. 

https://doi.org/10.1186/s13007-018-0355-y 

Wang, M. R., Hamborg, Z., Blystad, D. R., & Wang, Q. C. (2021). Combining thermotherapy with 

meristem culture for improved eradication of onion yellow dwarf virus and shallot latent virus 

from infected in vitro‐cultured shallot shoots. Annals of Applied Biology, 178(3), 442-449. 

https://doi.org/10.1111/aab.12646 

Wang, Q., Cuellar, W. J., Rajamaki, M. L., Hirata, Y., & Valkonen, J. P. (2008). Combined 

thermotherapy and cryotherapy for efficient virus eradication: relation of virus distribution, 

subcellular changes, cell survival and viral RNA degradation in shoot tips. Molecular Plant 

Pathology, 9(2), 237-250. https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.2007.00456.x 

Zheng, H. Y., Wu, X. Y., Han, K. L., Chen, Z. Q., Song, X. J., Peng, J. J., ... & Han, K. L. (2018). 

First Report of Beet western yellows virus Infecting Crocus sativus in China. Plant Disease, 

102(7), 1471-1471. https://doi.org/10.1094/PDIS-10-17-1579-PDN 

 

 

 

https://doi.org/10.1007/s13337-018-0437-5
https://doi.org/10.1007/s13337-018-0437-5

