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 در ایران (Crocus sativus) زعفران ةکنند آلودهویروس  های ویژگیشناسایی و بررسی برخی از 
 

 شیرین پریزاد
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 چکیده

، شمار 1394تا  1390ی ها سال از شش استان کشور در (.Crocus sativus L)ی گیاه زعفران ها بنهو  ها برگی تصادفی از بردار نمونهپس از 
  (BCMV)ویروس موزاییک معمولی لوبیا اختصاصی بادیآنتیطور با  و همان روسیو یجنس پوتهای عمومی یباد یآنتبا نمونه  890از  641

آزمون زعفران با استفاده از  ویروس ی پوتیبررس موردچند جدایة  (CP)مولکولی پروتئین پوششی نشان داد. وزن  در آزمون الایزا واکنش مثبت
ژنوم و  3'کل از گیاهان آلوده، سه قطعه منقطع از ژنوم )مربوط به انتهای  آر.ان.اپس از استخراج شد. محاسبه  دالتون لویک 35وسترن بلات 

 74)ویروس زعفران بر پایة توالی نوکلئوتیدی بیشترین یکسانی را  پوتی (CP)پروتئین پوششی  شد. تکثیر (HC-Proو  CIبخشی از نواحی 
با  درصد( 8/78)ی بیشترین یکسانی را ا نهیدآمیاسترجمة  بر پایة  توالی و  Telosma mosaic virusو  Ceratobium mosaic virusبا  درصد(

Bean common mosaic necrosis virus  .با  روسیو یپوتشناختی )سرولوژیکی( بالای این  رغم رابطة سرم به داشتBCMV  و خویشاوندی
ای پروتئین پوششی آن کمتر ، میزان یکسانی توالی نوکلئوتیدی و ترجمه اسید آمینهCPناحیة  بر پایة BCMVبا زیرگروه  تبارزایی )فیلوژنتیکی(

  جنسة زعفران گونة جدیدی از کنند آلودهویروس  پوتی ادیز احتمال به. لذا استویروس گسترة گونه در جنس پوتی و حدوداز آستانة تعیین 
 .استتلزم تعیین توالی کل ژنوم آن قطعی مس اظهارنظربوده که  ویروس پوتی

 
  .(.Crocus sativus L)زعفران  ،روسیو یپوت ،پروتئین پوششی الایزا، کلیدی: یها واژه
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ABSTRACT 

Following the random sampling of saffron (Crocus sativus L.) leaves and corms from six provinces of Iran, during growing 
seasons of 2011-2015, a total of 890 leaf tissue samples were investigated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
tests. The results revealed that 641 samples showed positive reaction only with Potyvirus genus specific and exactly with 
Bean common mosaic virus (BCMV) specific antibodies. The molecular mass of several isolates of the virus coat protein 
(CP) was estimated as 35 kDa by western blotting. Following total RNA extraction from virus infected samples, three 
discontinuous fragments (corresponding to genomic 3', partial CI and HC-Pro regions) were amplified. The CP region of the 
virus infecting saffron has the highest nucleotide identity with Ceratobium mosaic virus (CerMV) and Telosma mosaic virus 
(TelMV) (74%) and the highest deduced amino acid identity with Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) (78.8%). 
Despite the high serological relationship with BCMV and a close phylogenetic relationship with BCMV subgroup based on 
CP region, the identity values are less than described species demarcation criteria for Potyviridae family. Overall, it seems 
that the saffron infecting Potyvirus is a new species of Potyvirus genus but the definitive statement requires sequencing the 
entire genome of the virus. 
 
Keywords: Coat protein, ELISA, Potyvirus, saffron (Crocus sativus L.). 
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 مقدمه

عنوان  زنبقیان، به ةاز خانواد (.Crocus sativus L)زعفران 

 نیبهاتر محصولات کشاورزی و گران نیتر از مهم یکی

 های ویژگیروزافزون به  است که توجه جهان ةادوی

و  ی، ضدافسردگیضد سرطانهای  ویژگی زعفران ازجمله

آن موجب افزایش توجه دانشمندان به  یضدآلزایمر

 آنگیاهی در جهت بهبود کیفیت و کمیت تولید  ةگون نیا

 . (Grilli Caiola & Faoro, 2011) شده است

تبط فراساختاری مر پذیریرییتغ ریاخ یها در دهه

 یا همراه فرفره یها اندامک) یروسیو یبا آلودگی پوت

زعفران زراعی و  یها در کلاله، خامه و برگ( شکل

Crocus cartwrightianus نیایوحشی و  ة)گون 

 مشاهده هاحتمالی زعفران( یافت شده است. با توجه ب

استدلال  توان یدر این گیاهان، م علایم بیماری نشدن

 .Crocus sppر دویروسی  پنهان یها یآلودگ کرد

انتشار یافته است. وجود آلودگی  یا طور گسترده به

 نیای) C. cartwrightianusدر  یروسیو یپنهان پوت

قدمت آلودگی  ةدهند نیز نشان احتمالی زعفران زراعی(

Crocus spp.  سویه  احتمال داردبه ویروس بوده و

-میزبانهمراه ملایم در طی تکامل  یها( نیاستر)

 ,Grilli Caiola & Faoro) اند انتخاب شده مارگربی

پنهان  یها ی. از دلایل احتمالی انتشار آلودگ(2011

از  ها روسیو یانتقال پوت .Crocus sppدر  یروسیو یپوت

بر آن  افزون. است)بنه(  تکثیری یها شته و اندام راه

 یها گل (مورفولوژیکیشناختی ) ریخت یها یژگیو

 مانند علایمی ةمشاهد شود یزعفران موجب م

 ارتباط دادنکوتولگی یا شکستگی رنگ گلبرگ و 

باشد و  دشواریکار  یروسیو یپوت یها یها به آلودگ آن

در  یروسیو یآلودگی پوتاین مسائل موجب انتشار  ةهم

 .(Grilli Caiola & Faoro, 2011) ه استشدزعفران 

ی ویروس یها یمربوط به آلودگی بررسچند در  تاکنون

از جمله ویروس  ییها روسیو Crocusجنس در 

 ;Russo et al., 1979) (BYMV) 1موزاییک زرد لوبیا

Grilli Caiola, 1982; Pisi and Bellardi, 1990،) 

 ,Chen & Chen) (TuMV) 2ویروس موزاییک شلغم

2000; Jishuang, 2000; Chen et al., 2004)،  ویروس

                                                                               
1. Bean yellow mosaic virus 

2. Turnip mosaic virus 

 (ISMV) موزاییک شدید زنبق
3(Brunt & Phillips, 

 Van) (TRV) 4ویروس جغجغک توتون ( و1979

Slogtern, 1958 ) 2005در سال  شده است.ردیابی 

 گویایمولکولی  یها یبررس از آمده دست بهنتایج 

بافت مردگی ، ویروس ISMV ،BYMV ،TRVردیابی 

 6و ویروس موزاییک نرگس (TNV) 5توتون (نکروز)

(NMV)  از چند کولتیوارCrocus spp.  علایمبا 

و شکستگی رنگ  بافت مردگیکوتولگی، زردی، 

 . (Miglino et al., 2005) بودگلبرگ 

 یها روسیجنس و نیتر ، بزرگروسیو یجنس پوت

مثبت با طول  یا رشته تک آر.ان.اژنوم  دارای، یاهیگ

 یا صورت رشته به کرهیکیلوباز و پ 10حدود 

 باشد مینانومتر  720-850و به طول  ریپذ خمش

.(Hull, 2002)  کیصورت  به ها ویروس پوتی ژنومبیان 

 ینازهایتوسط پروتئ در پی آنکه  استپروتئین  یپل

 نیپروتئ 10 بیشینه( به P1 ،HC-Pro ،NIa) یروسیو

، CP ،NIb ،NIa-Pro ،VPg) شود یبالغ شکسته م

6K2 ،CI ،6K1 ،P3 ،HC-Pro  وP1)ةچرخ ی، که برا 

 (Lapierre & Singnoret , 2004).هستندلازم  یآلودگ

میزبان  ةیاختدر سیتوپلاسم  ها روسیاین و 

که از  کنند یهمراه فرفره مانندی تولید م یها اندامک

این  (تاکسونومیکیبندی ) آرایهمهم  یها یژگیو

  (Urcuqui-Inchima et al., 2001). است ها روسیو

شده  های انجام و بررسی قاتیمتأسفانه باوجود تحق

شناختی  بوم، ی(کیولوژیب) زیستی لفمخت یها جنبه یرو

معدودی  های حال بررسی زعفران، تابه کیو ژنت ی(اکولوژ)

 یها روسیو ویژه بهزعفران  یزا یماریهای ب عاملدرزمینة 

این گیاه در سطح جهان انجام شده است.  ةکنند آلوده

( منتشرنشدهی اولیه توسط پریزاد و همکاران )ها یبررس

ة آلودگی گیاهان زعفران به دهند نشانبرای نخستین بار 

مطالعه در ایران بود. در این تحقیق افزون بر  روسیو یپوت

پراکنش این ویروس در مناطق عمدة کشت زعفران در 

های زیستی و مولکولی این ویروس  کشور، برخی از ویژگی

  ی شد.بررس شده یابیرد

                                                                               
3. Iris sever mosaic virus 

4. Tobacco rattle virus 

5. Tobacco necrosis virus 
6. Narcissus mosaic virus 



 265 ... ویروس های ویژگی از برخی بررسی و شناساییو همکاران:  پریزاد 

 

 ها مواد و روش
 ی زعفرانها بنهی و کشت بردار نمونه

زعفران  کشتزارهایاز  آمده عمل بهی دهایدباز در

تهران، اصفهان، فارس، آذربایجان شرقی و  یها استان

، 1394تا  1390ی ها سال در خراسان جنوبی و رضوی

احتمالی مربوط  علایمن شتدا ازنظری زعفران ها بوته

 790 شمار درمجموعبه آلودگی ویروسی بررسی و 

صورت تصادفی  هبگیاهی  ةنمونه بن 100نمونه برگی و 

پس از انتقال به گلخانه در  ها د. بنهش یبردار نمونه

ساعت  16سلسیوس و شرایط نوری  ةدرج 17دمای 

 ساعت تاریکی کشت شدند. 8روشنایی و 

 

 یها روسیزعفران به وی ها نمونهی آلودگ یابیارز

 مختلف

ی و نیز ا مزرعهی برگی ها نمونهآلودگی احتمالی 

ی زعفران رشد کرده در شرایط ها بوتهی برگی ها نمونه

 آزمونبا  روسیو یپوتنمونه( به  890 درمجموعگلخانه )

ACP-ELISA (Antigen Coated-Plate Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) (Joisson et al., 

 یا همسانهی تک ها یباد یآنتو با استفاده از  (1992

 DSMZ ةشده از مؤسس افتیدر) روسیو یجنس پوت

-ACPیی که در آزمون ها ند. نمونهشد یبررس (انآلم

ELISA بادیآنتی بودند با نشان دادهمثبت  واکنش 

 روسیو یپوتجنس  جیمختلف و را یها گونه اختصاصی

 & DAS-ELISA (Clark( و به روش 1)جدول 

Adams, 1977 )همچنین آلودگی  .شدند یابیارز

، روسیو یپوتة دیگر )غیر چندگونبا  ها نمونهاحتمالی 

بررسی شد. میزان  DAS-ELISA( به روش 1جدول 

نانومتر با  405 موج طولجذب نوری در این آزمون در 

ی شد. ریگ اندازه  ELISA-Readerاستفاده از دستگاه

یی با میزان جذب بیش از سه برابر جذب نمونه ها نمونه

 نمونة آلوده در نظر گرفته شدند. عنوان بهسالم، 

 
 ی مورد استفاده در بررسی مقدماتی آلودگی ویروسی زعفرانها سرم یآنت .1 جدول

Table 1. List of antibodies used in this study for preliminary assays of saffron viral infection 

Virus Assay Antibody code 

Alfalfa mosaic virus (AMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0779 

Bean common mosaic virus (BCMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0242 

Bean common necrosis mosaic virus (BCMNV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0239 

Bean yellow mosaic virus (BYMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0471 

Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0417 

Cucumber mosaic virus (CMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0929 

Genus Potyvirus ACP-ELISA DSMZ-AS-0573/1 

Lettuce mosaic virus (LMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0886 

Potato virus Y (PVY) DAS-ELISA DSMZ-AS-0137 

Soybean mosaic virus (SMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0543 

Tobacco etch virus (TEV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0138 

Tobacco necrosis virus (TNV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0070 

Tobacco rattle virus (TRV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0208 

Tomato spotted wilt virus (TSWV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0580 

Turnip mosaic virus (TuMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0132 

Watermelon mosaic virus (WMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0203 

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) DAS-ELISA DSMZ-AS-0234 

 

 میزبانی در شرایط گلخانه ةتعیین دامن

ویروس زعفران، بر  بررسی انتقال مکانیکی پوتی منظور به

های ون الایزا دو جدایه از هر استان )جدایهآزمپایة نتایج 

Ir-Kh1  وIr-Kh2 و فردوس  هیدریح تربتترتیب از به

از روستای یقة استان  Ir-T2و  Ir-T1استان خراسان، 

و  Ir-I1از استهبان استان فارس و  Ir-F2و  Ir-F1تهران، 

Ir-I2  جنس  بادیآنتیاز میمة استان اصفهان( که با

اختصاصی  بادیآنتی و در پی آن با روسیو یپوت

BCMV با  انتخاب و ندواکنش مثبت نشان داده بود

و در  یزن هیمکانیکی روی گیاهان محک ما روش

شرایط مناسب در گلخانه نگهداری شدند. گیاهان 

 Gomphrenaشامل  یزن هیما برایمحک مورد استفاده 

globosa ،Chenopodium amaranticolor، 

C. quinoa ،Cucumis sativus ،Phaseolus vulgaris ،
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Pisum sativum ،Vigna unguigulata ،Nicotiana 

tabacum cv. White Burley ،N. tabacum cv. 

Samsun ،N. glutinosa ،N. clevelandii ،N. debneyi ،

N. benthamiana ،N. rustica ،Datura stramonium ،

D. metel ،Cicer arietinum  وVicia faba بودند. 

 1/0ی این گیاهان از بافر فسفات پتاسیم زن هیما برای

 NaDIECA مول یلیم 3/2همراه با  (pH 7) مولار

(Natrium diethyldithocarbamate و پودر )زغال 

 فعال استفاده شد. 

 

الکتروفورز عمودی  ،ویروسنسبی  یساز خالص

( و SDS-PAGEپروتئین در ژل پلی اکریل آمید )

 آزمون وسترن بلات

تعیین های فیزیکوشیمیایی و  برای بررسی بهتر ویژگی

ة کنند دهآلو روسیو یوزن مولکولی پروتئین پوششی پوت

ژل در  ها نیالکتروفورز عمودی پروتئ زعفران از روش

 sodium dodecyl) حاوی سدیم دودسیل آمید لیاکر یپل

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-. 

PAGE) (Leammli, 1970; Sambrook & Russel, 

 ;Towbin et al., 1979)آزمون وسترن بلات ( و 2001

Sambrook et al., 1989 استفاده شد. بدین منظور )

-Irو  Ir-Kh1، Ir-Kh2 ،Ir-T1 ،Ir-T2 ،Ir-I2ی ها هیجدا

F2 ویروس )شاهد منفی، به همراه دو نمونة عاری از پوتی 

H1  وH2 انتخاب و به همراه آمودة نیمه خالص )

ی شدند. برای استخراج پروتئین بررسای از ویروس  جدایه

ی با استفاده برگی ها نمونهگرم  1/0ی از ریگ عصارهکل، 

 5ی، دیاس سیتر مول یلیم 50ی حاواز بافر استخراج )

مقطر در آب  سرولیگلدرصد  5، کیبور دیاس مول یلیم

 دونیرولیپ لیون یپلدرصد 5/1به هنگام استفاده  که

(PVP) (MW 40000 و )مرکاپتواتانول به -2درصد  01/0

ی به تریل یلیم 5/1ی ها لولهآن اضافه شد( انجام و درون 

 30قرار داده شدند. سپس  خچالمدت سی دقیقه در ی

منتقل و حجم  دیجدیی به لولة رو عیمامیکرولیتر از 

( به آن 2x Lammli bufferی )لمل دو باریکسان از بافر 

ی استاندارد از ها نیپروتئبه همراه  ها . نمونهشداضافه 

Benchmark) شده یزیآم رنگپیش 
TM

 پنجبه مدت  (

در آب در حال جوشیدن قرار و پس از آن قه دقی

انتقال داده شدند. برای  خی یحاودرنگ به درون ظرف  بی

ویروس   (Mini purification)نسبی یساز خالص

(Jensen et al., 1986 از بافت برگ گیاه آلوده به ،)

 عاری ازاستفاده شد. از بافت برگی گیاهان  Ir-Kh1جدایة

ی ساز خالصشاهد منفی در  عنوان بهنیز  روسیو یپوت

در  ها نمونهگرم از بافت برگ تازة  2نسبی استفاده شد. 

 ، 5/6pH ،مولار 1/0بافر سیترات سدیم  تریل یلیم 15

 درصد  1/0مرکاپتواتانول، -2درصد  25/0حاوی 

NA-DIECA  درصد  1وPVP گیری و پس از  عصاره

عبور از پارچة ململ چندلایه، به مدت بیست دقیقه با 

 4سانتریفوژ شد. رونشین با  rpm10000سرعت 

در آب مقطر  Triton X-100درصد  33محلول  تریل یلیم

درصد سوکروز در بافر  20مخلوط و روی بالشتک محلول 

 rpm24000گیری به مدت سه ساعت و با سرعت  عصاره

های پروتئین کل و آمودة نیمه  سانتریفوژ شد. آموده

 Pierce) پروتئینی خالص ویروس به همراه نشانگر

Unstained Protein MW Marker, Thermo Fisher .

Scientific, USA)  درصد  5در ژل ناپیوسته

درصد جداکنندة پلی اکریل آمید  12کننده و  متراکم

و انتقال  ها نیپروتئاستفاده شدند. پس از جداسازی 

 سرم یآنتباندهای پروتئینی به غشای سلولزی، از 

( برای DSMZ-AS-0242) BCMV یا چندهمسانه

ین پوششی ئپروتباند . ردیابی ردیابی ویروس استفاده شد

اضافه کردن  توسط سرم یآنتواکنش داده با ویروس 

 Nitro blue tetrazolium chloride گرم یلیم 75 همزمان

(NBT)  50 وفرمامید  لیمت ید تریل یلیم 1در 

-bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-5گرم یلیم

Toluidine Salt (BCIP)  لیمت ید تریل یلیم 1در 

  5/9pHبافر آلکالین فسفاتاز  تریل یلیم 10فرمامید در 

ی نشانگر و ها نیپروتئبر پایة حرکت نسبی  .صورت گرفت

، خط رگرسیونی ترسیم و ها آنلگاریتم وزن مولکولی 

زعفران  روسیو یپوتتودة مولکولی پروتئین پوششی 

 (.Fried & Crothers, 1981تعیین شد )

 

واکنش  -ی معکوسبردار و نسخه کل آر.ان.ااستخراج 

 (RT-PCR) مراز یپلی ا رهیزنج

ویروس  پوتیاز ژنوم  ییها بخش توالی تعیین منظور به

و  Ir-Kh1 ،Ir-Kh2 ،Ir-T1 ،Ir-I1زعفران پنج جدایة 

Ir-F1  .بافت  گرم یلیم 100آر.ان.ا کل از انتخاب شدند

http://en.wikipedia.org/wiki/Chickpea
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آلوده به ویروس با استفاده از کیت  یها زعفرانبرگی 

(RNeasy plant mini kit, Qiagen, Germany)  و

برای تکثیر استخراج شد. بنابر دستورکار شرکت سازنده 

ی بررس موردی ها هیجداسه ناحیة ناپیوسته از ژنوم 

ة زعفران از جفت آغازگر عمومی کنند آلوده روسیو یپوت

 ،UTR'3 واحییرندة نژنوم )در برگ 3'انتهای مربوط به 

CP بخشی از و NIb)  تکثیر آغازگرهای متناظر با جفت و

 ها روسیو یژنوم پوت HC-Proو  CIبخشی از نواحی 

 ،ها واکنش(. در همة 2، جدول1)شکل  استفاده شد

 5/6میکرولیتر آر.ان.ا کل،  5مکمل با  ا.اندی. ساخت

میکرولیتر  4میکرولیتر آب دیونیزة سترون )استریل(، 

RT-buffer 5X ،75/0 مول یلیم dNTPs ،5/0 مول یلیم 

DTT ،5  واحد 20پیکومول آغازگر معکوس وRiboLock 

RNase inhibitor (Thermo Scientific, Lithuania)  و با

 ,Palm cycler, CG1-96) استفاده از دستگاه ترموسایکلر

Cobett research, Australia) .هاواکنش صورت گرفت 

درجة سلسیوس به مدت سه تا پنج  72در دمای 

روی یخ،  ها دقیقه قرار گرفت و پس از قرار دادن لوله

 M-MuLV نسخة بردار معکوس میآنزواحد  100

(RevertAid Reverse Transcriptase, Thermo 

Scientific,. Lithuania اضافه و  هالوله( به هر یک از

درجة سلسیوس به مدت یک ساعت قرار  42در دمای 

یی با ها واکنشی پلیمراز در ا رهیزنجده شد. واکنش دا

میکرولیتر  5میکرولیتر )شامل  25حجم نهایی 

میکرولیتر  6/14مکمل ساخته )سنتز(شده،  ا.اندی.

 PCR-bufferمیکرولیتر  5/2آب دیونیزة استریل، 

10X ،2/0 مول یلیمdNTPs  ،3 مول یلیم MgCl2 ،2 

واحد  5/2وس و پیکومول از هر آغازگر مستقیم و معک

 ,SmartTaq DNA Polymerase (Sinaclonآنزیم 

Iran .تکثیرشدههای  ی مشاهدة قطعهبرا( انجام گرفت ،

-TBE (Trisدرصد در بافر  1در ژل آگاروز  الکتروفورز

Borate-EDTA .استفاده شد ) 
 

 
رای تکثیر سه ناحیة ژنومی ناپیوسته مورد استفاده ب ها روسیو یپوت. موقعیت آغازگرهای عمومی متناظر با ژنوم 1شکل 

 ة زعفرانکنند آلوده روسیو یپوت

Figure 1. Position of universal primers corresponding to the potyviruses genome used for amplification of three 

interrupted regions of saffron infecting Potyvirus genome 

 

 ها روسیو یژنوم پوتیی از ها بخشتکثیر ربوط به ورد استفاده، ممعمومی  . جفت آغازگرهای2ل جدو

Table 2. Universal primer pairs used in this study for partial amplification of potyviruses genome 

Primer pair Sequence (5'-3') 
Position on  

the genome 

Annealing  

temperature  

(°C) 

Reference 

PV1/SP6 GATTTAGGTGACACTATAGAATTTTTTTTTTTTTTTTVN 3'UTR , CP, NIb 58 Mackenzie 

et al., 1998 

PV21/T7 TAATACGACTCACTATAGGGNAAYAAYAGYGGNCARCC 3'UTR , CP, NIb Mackenzie 

et al., 1998 

CIFor GGIVVIGTIGGIWSIGGIAARTCIAC CI 40 Ha et al., 2008 

CIRev ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC CI Ha et al., 2008 

HPFor TGYGAYAAYCARYTIGAYIIIAAYG HC-Pro 40 Ha et al., 2008 

HPRev GAICCRWAIGARTCIAIIACRTG HC-Pro Ha et al., 2008 

I=inosine, Y=C/T, R=G/A, W=A/T, V=A/C/G, S=C/G, D=A/G/T, N=A/T/C/G 
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 توالیو تعیین  تکثیرشده های قطعهسازی  همسانه

 نوکلئوتیدی

، PCRی ها واکنشپس از الکتروفورز افقی محصول 

و پس از استخراج از ژل آگاروز تکثیرشده های  قطعه

)دارای  pTG19-T PCR cloning vector الحاق به حامل

(، تراریزش به نیلیس یآمپ بیوتیکآنتیژن مقاومت به 

 DH5α ةسوی  Escherichia coliمستعد یها درون یاخته

 LBنوترکیب در محیط کشت  یها صورت گرفت. همسانه

(Luria-Bertani medium)  بیوتیکآنتیحاوی 

پلاسمیدهای نوترکیب  تیو درنها هشد کشت نیلیس یآمپ

 (Sambrook & Russel, 2001) به روش لیز قلیایی

کروژن ابه شرکت مدو طرفه استخراج و برای تعیین توالی 

 .ندفرستاده شد کرة جنوبی

 

 شده افزایش های قطعهنوکلئوتیدی  توالیتحلیل 

ویروس  ژنوم های تکثیرشده قطعه توالی نوکلئوتیدی

ی نواحی ا نهیدآمیاس ةو ترجم ة زعفرانکنند آلوده

 یا نهیدآمینوکلئوتیدی و اس یها یبا توال کدکنندة متناظر

 Blastnافزار  نرم با استفاده از NCBIموجود در بانک ژن 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) مقایسه 

 مشابهی ها روسیونتایج این مقایسه،  پایةشد. بر 

 توالی نوکلئوتیدی ةچندگان یساز فیهم ردانتخاب و 

و زعفران  ةکنند آلودهویروس  ژنوم ةشدتکثیر های قطعه

متناظر با  ةی نواحی کدکنندا نهیدآمیاس ةترجم

 MEGA6 (Tamura et al., 2013) افزار نرمز استفاده ا

انجام گرفت. بهترین مدل جانشینی نوکلئوتیدی و 

 افزار نرمبا استفاده از  ترازها همی در ا نهیدآمیاس

MEGA6  پایةبر  (فیلوژنیتبارزایی )تعیین و درخت 

 ةترجمو  CP ةی کدکنندژنوم ةناحی نوکلئوتیدیتوالی 

 maximum likelihoodبا روش  ی متناظرا نهیدآمیاس

 1تکرار رسم شد. ویروس موزاییک گندم 1000و 

(TrMV)  شداستفاده  برون گروه عنوان بهنیز . 

 

 و بحث نتایج

 زعفران هاینمونه سرولوژیکی های آزمون

 یها زعفران استان کشتزارهایدر بازدیدهای مکرر از 

                                                                               
1. Triticum mosaic virus 

تهران، اصفهان، فارس، آذربایجان شرقی و خراسان 

مشاهده  ها بوتهدر  یروسیو شبه علایم، یجنوبی و رضو

 یها بنهو  ها از برگ یتصادف یبردار نمونهنشد. پس از 

 موردبرگی  ةنمون 890 درمجموع، گیاهان زعفران

در قرار گرفتند.  (سرولوژیکیشناختی ) سرمی بررس

با مختلف  یها روسیها به و نمونه یآلودگ یبررس

آلودگی  آزمون الایزا هیچ واکنش مثبتی دال بر

 کییویروس موزا ،2اریخ کییویروس موزابه  ها نمونه

به  4یفرنگ گوجهی ا لکهو ویروس پژمردگی  3ونجهی

از  شدهآوریجمع ةنمون 641 که یدرحال دست نیامد،

 روسیو یپوتجنس  سرم یآنت ی مختلف باها استان

نتایج آزمون الایزای این  در دند.نشان دامثبت واکنش 

 سرم یآنتعدد( با استفاده از  641نمونه ) شمار

 فقط ها نمونه همة ،روسیو یپوت ةگوناختصاصی یازده 

واکنش مثبت نشان  BCMVاختصاصی  سرم یآنتبا 

 (.3ول جددادند )

 

ناشی از  علایممیزبانی آزمایشگاهی و  ةبررسی دامن

 روی گیاهان محک یزن هیما

ویروس  با هشت جدایة پوتی شده یزن هیگیاهان محک ما

بروز علائم بازدید و انتقال ازنظر مرتب  طور بهران زعف

 اساس بر .شد یآزمون الایزا بررسبا  ها آنویروس به 

ویروس به گیاهان این  مکانیکی انتقال تاکنون نتایج،

 در بیشتری هایآزمایش البته است، بودهمحک ناموفق 

 .باشدمی انجام حال در خصوص این

 

 ویروس شیپروتئین پوشتعیین وزن مولکولی 

های پروتئین کل و نیمه خالص آمودهالکتروفورز پس از 

به  آلوده ریغویروس از بافت برگ گیاهان آلوده و 

ی بین ا عمده، تفاوت دیآم لیاکر یدر ژل پل روسیو یپوت

ها مشاهده نشد که این امر نشان داد روش آموده

ی نسبی باعث حذف چشمگیری از ساز خالص

به  ها نیپروتئه بود. پس از انتقال ی گیاهی نشدها نیپروتئ

ود نب، دیآم لیاکر یپل ی ژلزیآم رنگغشای سلولزی و 

 همةپروتئینی در ژل گویای انتقال کامل  باند

                                                                               
2. Cucumber mosaic virus 
3. Alfalfa mosaic virus 
4. Tomato spotted wilt virus 
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 باندبه غشا بود. در آزمون وسترن بلات یک  ها نیپروتئ

گیاهان  خالص مهینپروتئین کل و  ةپروتئینی در آمود

، Ir-Kh1 ،Ir-Kh2، Ir-T1 ،Ir-T2های ایهجدآلوده به 

Ir-I2  وIr-F2  اختصاصی  سرم یآنتباBCMV  واکنش

های هیچ واکنش مثبتی در آموده که یدرحالنشان داد 

مربوط به پروتئین  باندگیاهان سالم مشاهده نشد. 

 تر یقو مراتب به خالص مهین ةپوششی ویروس در آمود

پروتئین کل گیاه آلوده بود.  ةظاهرشده در آمود بانداز 

 فرآیندی ویروسی در ها کرهیپن نتیجه گویای تغلیظ ای

کم بودن حجم بافت گیاهی  رغم بهی نسبی، ساز خالص

خط رگرسیون بین حرکت نسبی  پایة. بر (2 )شکلبود 

ی نشانگر، وزن ها نیپروتئو لگاریتم وزن مولکولی 

حدود  زعفران روسیو یپوتمولکولی پروتئین پوششی 

 شد. برآوردکیلودالتون  35

 
 زعفران روسیو یپوتی زعفران مناطق مختلف ایران به ها نمونهآلودگی  درصد. 3جدول 

Table 3. Infection rate of saffron samples originated from different locations of Iran with detected virus 

Sampling region Number of samples Number of infected samples Infection rate (%) 

Isfahan 150 85 56.6 

East Azarbayjan 30 22 - 

Alborz 30 24 - 

Razavi & South Khorasan 650 487 75 

Fars 30 23 - 

 

 
                                    (b)                                                                                        (a) 

برگ زعفران آلوده  های پروتئین کلآموده، (P))الف( و وسترن بلات )ب( آمودة نیمه خالص ویروس SDS-PAGE آزمون . 2کل ش

 پروتیئنی  نشانگر ،M (.H2 و H1سالم ) ویروس و گیاهان زعفران Ir-I2, Ir-Kh1, Ir-Kh2, Ir-T1, Ir-T2, Ir-F2های  به جدایه

(Pierce Unstained Protein MW Marker, Thermo Fisher Scientific, USA). 

Figure 2. SDS PAGE (A) and western blot (B) of partial purified virus (P) and extracted total protein from virus 

infected saffron plants (Ir-I2, Ir-Kh1, Ir-Kh2, Ir-T1, Ir-T2, Ir-F2) and healthy saffron plants (H1, H2). M: (Pierce 

Unstained Protein MW Marker, Thermo Fisher Scientific, USA) 
 

 ( RT-PCRمعکوس ) مرازیپل یا رهیواکنش زنج

 روسیو یلکولی پوتوم های ویژگیتعیین منظور  به

پنج  ژنوم ناپیوسته از، سه قطعه زعفران ةکنند آلوده

 آر.ان.ا ةزعفران با استفاده از آمود ویروس پوتی ةایجد

. این شد تکثیرشده از گیاهان آلوده  کل استخراج

 1637 یا ظار شامل قطعهمورد انت ةبا انداز ها قطعه

، نوکلئوتیدUTR (227 )'3ربوط به م ی،باز جفت

 NIbو بخشی از نوکلئوتید(  822)ن پوششی ئیپروت

 700دیگر به طول  ةدو قطعنوکلئوتید( و  588)

 بود HC-Proو  CIباز متناظر با بخشی از نواحی  جفت

از گیاه  شده استخراجکل  آر.ان.ا ةدر آمود که یدرحال

 (. 3نشد )شکل  تکثیری ا قطعه سالم هیچ
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                                           (b)                                                                                  (a) 

 

 از جفتبا استفاده  به ویروس آلوده زعفرانآر.ان.ا کل آمودة  (RT-PCR) معکوس مرازیپلی ا رهیزنج واکنش. محصول 3شکل 

: M: گیاه سالم، H1)ب(.  HC-Proو  CI)الف( و جفت آغازگر مربوط به بخشی از ناحیة  روسیو یپوتآغازگر اختصاصی جنس 

 (Gene Ruler TM, SM0313, 1Kb DNA Ladder, MBI Fermentas, Germany)  بازی کیلو 1 دی.ان.ا نشانگر
Figure 3. RT-PCR product of virus infected saffron total RNA using Potyvirus specific primer pair (A) and primer 

pairs corresponding to the partial CI and HC-Pro regions. M: 1Kb DNA Ladder (Gene Ruler TM, SM0313, 1Kb 

DNA Ladder, MBI Fermentas, Germany). 

 

 یدینوکلئوت توالیتحلیل 

نواحی  یدیتوالی نوکلئوت ةسیاز مقا آمده دست به جینتا

با  از زعفران اشدهجدویروس  ژنوماز  تکثیرشده

 یها روسیو دیگرمربوط به  یدینوکلئوت یها یتوال

نشان  Blastnافزار  نرم با استفاده ازموجود در بانک ژن 

شباهت بیشترین  ها روسیو یپوتداد که این ویروس با 

توالی  ةچندگان یساز فیرد هم ةرا دارد. نتیج

ویروس  ژنوم تکثیرشده های قطعه نوکلئوتیدی

ی نواحی ا نهیدآمیاس ةو ترجمزعفران  ةکنند آلوده

 5و  4 هایولجددر  ها روسیو یپوتمتناظر  ةکدکنند

 روسیو یپوت NIb/CPاست. محل برش  شده دادهنشان 

که توالی  دارد VLLQ/Sی ا نهیدآمیاسزعفران توالی 

LQ/S با توالی متناظر در اغلب اعضای جنس  همسان

 ة. مقایس(Adams et al., 2005b) است روسیو یپوت

ی با چهار ویروس مرتبط ا نهیدآمیاساین توالی پنج 

دوم وجود دارد، به  ةنشان داد که تفاوت در اسیدآمین

زعفران، این توالی  روسیو یپوتاین حالت که برخلاف 

 BCMNV ،Ceratobium mosaic virus (CerMV)در 

 صورت به Telosma mosaic virus (TelMV)و 

VSLQ/S  که یدرحالبوده BCMV  توالیVHLQ/S 

 یساز فیهم ردنتایج  پایةبر . دداردر این ناحیه 

 روسیو یپوتپروتئین پوششی  ةکدکنند ةناحی ةچندگان

با استفاده و  ها روسیو یپوت ترینمشابهبا توالی  زعفران

، LALIGN (Huang & Miller, 1991) افزار از نرم

توالی نوکلئوتیدی ویروس زعفران با بیشترین یکسانی 

CerMV و TelMV (74و ترجم )ی ا نهیدآمیاس ةدرصد

که توالی ژنی  شددرصد( تعیین  8/78) BCMNVبا 

 ریتوالی غ صورت بهدر بانک ژن  CerMVمربوط به 

و هیچ توالی کاملی از آن در  است )جزئی( کامل

تعیین با توجه به معیارهای مولکولی  دسترس نیست.

 Adams et) دهیریو یپوت ةدر تیرگونه  گسترة و حدود

al., 2005a) درصدی توالی  82و  76، یکسانی کمتر از

پروتئین پوششی  ةی ناحیا نهیدآمیاسنوکلئوتیدی و 

. است جداگانه ةگون عنوان به ها آنماهیت  ةدهند نشان

ق نشان داد که از این تحقی آمده دست بهنتایج 

 ةی ناحیا نهیدآمیاسبیشترین یکسانی نوکلئوتیدی و 

CP ةزعفران کمتر از آستان ةکنند آلوده ویروس پوتی 

. است گونه کهای مربوط به یایهجدبرای  شده نییتع
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این ویروس  تبارزاییمنظور تعیین روابط  بههمچنین 

 generalمدل ، روسیو یجنس پوت یها گونه دیگربا 

time-reversible (GTR+G+I) (Tavaré, 1986 در )

 Jones-taylor-Thorntonی نوکلئوتیدی و ترازها هم

(JTT+G) (Jones et al., 1992)  ی ترازها همدر

بهترین مدل جانشینی تعیین و  عنوان بهی ا نهیدآمیاس

پروتئین  ةکدکنند ةناحیتوالی  پایةبر  تبارزاییدرخت 

 دیگردر متناظر و توالی  زعفران روسیو یپوتپوششی 

این ویروس با استفاده از  اب مرتبط یها روسیو یپوت

. در (5و  4ی ها )شکل شدرسم  MEGA6 افزار نرم

 روسیو یپوت، رسم شدهنوکلئوتیدی  تبارزاییدرخت 

از  BCMVزیرگروه  ةزعفران در خوش ةکنند آلوده

 East Asian passiflora virusدر کنار روسیو یپوتجنس 

(EAPV)  وTelMV  ی ا نهیدآمیاسو در درخت تبارزایی

و  BCMVهمراه با  BCMVدر خوشة زیرگروه 

BCMNV  .نتایج این تحقیق،  بر پایةقرار گرفت

شناختی  ة زعفران رابطة سرمکنند آلوده روسیو یپوت

ی ها آزموندر  که یطور بهدارد  BCMVبالایی با 

واکنش  گونه نیااختصاصی  سرم یآنتشناختی با  سرم

، همچنین بر پایة توالی دهد یمخوبی نشان  بسیار

 ردیگ یمقرار  BCMVپروتئین پوششی نیز در زیرگروه 

ولی میزان یکسانی توالی این ناحیه کمتر از آستانة 

از جنس  گونه کهای مربوط به یبرای جدایه شده نییتع

. لذا بر پایة این نتایج، احتمال زیاد است روسیو یپوت

ة زعفران گونة جدیدی از کنند دهآلوویروس  پوتی رود یم

بندی  لیکن تعیین جایگاه آرایه .باشد روسیو یپوتجنس 

ویژه  بههای بیشتر،  مستلزم بررسی روسیو یپوتدقیق این 

 .استتعیین توالی کل ژنوم آن 

 
 ی مرتبطها روسیو یپوتعفران با ة زکنند آلوده روسیو یپوتاز ژنوم  ییها بخشی ا نهیدآمیاس ةو ترجم یدیتوالی نوکلئوت ةسیمقا. 4جدول 

Table 4. Comparison of nucleotide and deduced amino acid sequences of saffron infecting Potyvirus partial genome 

with closely related potyviruses 
Region of Potyvirus infecting  

saffron genome 

Nucleotide identity  Amino acid identity 
Virus Percentage  Virus Percentage 

3' UTR, CP, NIb SMV 71.4 
 

- - 

CP CerMV/EAPV 74.8  BCMNV 78.8 

Partial NIb TelMV 73.8  TelMV 78.6 

CI BCMV 77.4  SMV 86.6 

HC-Pro SMV 76.9  WMV 87.8 

 

 

هم  بر پایةة زعفران کنند آلوده روسیو یپوتپروتئین پوششی ی ناحیة ا نهیدآمیاسة و ترجم یدیتوالی نوکلئوت ةسیمقا. 5جدول 

 LALIGN افزار نرمی مشابه، با استفاده از ها روسیو یپوتی دوگانه با توالی متناظر ساز فیرد
Table 5. Comparison between the nucleotide and deduced amino acid sequences saffron infecting Potyvirus coat 

protein region with related potyviruses based on two alignment using LALIGN program 

         Virus 
Nucleotide identity  

(%) 
Deduced amino  

acid identity (%) 
BCMNV 72.5 78.8 

BCMV 72.6 74.9 

CerMV 74 76.6 

CLLV 71.8 75.9 

EAPV 73 72.8 

FVY 73.1 77.1 

PasVY 73.5 78 

SMV 72.9 78.4 

TelMV 74 77.2 

Uganadan passiflora virus 73.9 76.3 

WMV 72.2 73.6 

WVMV 73.7 73.9 

YMV 73.6 74.2 
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زعفران و توالی متناظر  کننده آلوده. درخت تبارزایی بر پایة توالی نوکلئوتیدی ناحیة کدکنندة پروتئین پوششی ویروس 4شکل 

و  maximum likelihoodبه روش  GTR+G+Iو مدل  MEGA6 افزار نرمدیک به این ویروس با استفاده از ی نزها روسیو یپوتدیگر 

 گرفته شده است. در نظربرون گروه  عنوان بههزار تکرار. ویروس موزاییک گندم 
Figure 4. Phylogenetic tree of saffron infecting Potyvirus genome and other closely related potyviruses based on CP 

nucleotide sequence reconstructed using MEGA6 and GTR+G+I model based on analysis with 1000 bootstrap 

replication.Triticum mosaic virus was considered as outgroup. 
BCMNV: Bean common mosaic necrosis virus (AB735585.1); BCMV: Bean common mosaic virus (KC478389.1); BYMV: Bean 
yellow mosaic virus (JX173278.1); CLLV: Calla lily latent virus (EF105299.1); CABMV: Cowpea aphid-borne mosaic virus 

(KM597165.1); CerMV: Ceratobium mosaic virus (AF022443.1); CSV: Cocksfoot streak virus (EU119422.1); DsMV: Dasheen 

mosaic virus (KJ786965.1); EAPV: East Asian passiflora virus (KP114136.1); FVY: Fritillary virus Y (AM039800.1); ISMV: Iris 
sever mosaic virus (NC029076.1); MDMV: Maize dwarf mosaic virus (JQ280313.1); PRSV: Papaya ringspot virus (AY027810.2); 

Passiflora virus Y (PasVY) (JF427599.1); PPV: Plum pox virus (KC020125.1); PSbMV: Pea seed-borne mosaic virus 

(AJ252242.1); PTV: Peru tomato mosaic virus (NC004573.1); PepMoV: Pepper mottle virus (EU586127.1); PVY: Potato virus Y 
(KF770835.1); SMV: Soybean mosaic virus (LC037232.1); SCMV: Sugarcane mosaic virus (JX188385.1); SPFMV: Sweet potato 

feathery mottle virus (KP115623.1); SrMV: Surghum mosaic virus (KM025044.1); TeMV: Telosma mosaic virus (DQ851493.1); 

ToNStV: Tomato necrotic stunt virus (JQ314463.1); TrMV: Triticum mosaic virus (NC012799.1); TuMV: Turnip mosaic virus 
(AY134473.2); Ugandan Passiflora virus (FJ896003.1); WMV: Watermelon mosaic virus (KP164988.1); WVMV: Wisteria vein 

mosaic virus (AY656816.1); YMV: Yam mosaic virus (NC004752.1); YBMV: Yam bean mosaic virus, (JN190431.1); ZYMV: 

Zucchini yellow mosaic virus (KF976712.1) 
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ة زعفران و توالی متناظر دیگر کنند آلودهی پروتئین پوششی ویروس ا نهیدآمیاس. درخت تبارزایی بر پایة توالی ترجمة 5شکل 

و هزار  maximum likelihoodبه روش  JTT+Gو مدل  MEGA6 افزار نرمی نزدیک به این ویروس با استفاده از ها روسیو یپوت

 گرفته شده است. در نظربرون گروه  عنوان بهتکرار. ویروس موزاییک گندم 
Figure 5. Phylogenetic tree of saffron infecting Potyvirus genome and other closely related potyviruses based on CP 

amino acid sequence reconstructed using MEGA6 and GTR+G+I model based on analysis with 1000 bootstrap 

replication. Triticum mosaic virus was considered as outgroup. 

BCMNV: Bean common mosaic necrosis virus (BAM34499.1); BCMV: Bean common mosaic virus (CAA78912.1); 

BYMV: Bean yellow mosaic virus (JX173278.1); CLLV: Calla lily latent virus (EF105299.1); CABMV: Cowpea 
aphid-borne mosaic virus (KM597165.1); CerMV: Ceratobium mosaic virus (AAC59614.1); CSV: Cocksfoot streak 

virus (EU119422.1); DsMV: Dasheen mosaic virus (KJ786965.1); EAPV: East Asian passiflora virus 

(BAD83868.1); FVY: Fritillary virus Y (YP001974445.1); ISMV: Iris sever mosaic virus (NC029076.1); MDMV: 

Maize dwarf mosaic virus (JQ280313.1); PRSV: Papaya ringspot virus (AY027810.2); Passiflora virus Y (PasVY) 

(ADZ45595.1); PPV: Plum pox virus (KC020125.1); PSbMV: Pea seed-borne mosaic virus (AJ252242.1); PTV: 

Peru tomato mosaic virus (NC004573.1); PepMoV: Pepper mottle virus (EU586127.1); PVY: Potato virus Y 

(KF770835.1); SMV: Soybean mosaic virus (LC037232.1); SCMV: Sugarcane mosaic virus (JX188385.1); SPFMV: 

Sweet potato feathery mottle virus (KP115623.1); SrMV: Surghum mosaic virus (KM025044.1); TeMV: Telosma 

mosaic virus (YP001816835.1); ToNStV: Tomato necrotic stunt virus (JQ314463.1); TrMV: Triticum mosaic virus 

(YP002956096.1); TuMV: Turnip mosaic virus (AY134473.2); Ugandan Passiflora virus (ACZ43795.1); WMV: 

Watermelon mosaic virus (KP164988.1); WVMV: Wisteria vein mosaic virus (AY656816.1); YMV: Yam mosaic 

virus (NC004752.1); YBMV: Yam bean mosaic virus (JN190431.1); ZYMV: Zucchini yellow mosaic virus ( 

KF976712.1). 
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 ی کلیریگ جهینت

که  دهد ینشان م نتایج این تحقیق درمجموع

از زعفران، با درصد بالای  شده یابیرد روسیو یپوت

 یکار زعفران ةویروس غالب در مناطق عمدآلودگی، 

زمون در آ شده انجام شناختی سرم های بررسیدر  .است

 اختصاصی ویروس سرم یآنتالایزا این ویروس تنها با 

واکنش مثبت نشان   (BCMV) موزاییک معمولی لوبیا

داد و وزن مولکولی پروتئین پوششی این ویروس در 

 35ژل پلی اکریل آمید و آزمون وسترن بلات 

وزن مولکولی  ةکه در دامن شدکیلودالتون برآورد 

کیلودالتون  47تا  30) روسیو یپوتاعضای جنس 

(King et al., 2011) انتقال مکانیکی ردیگ یم( قرار .

گیاه محک تاکنون موفق  ةویروس روی چندین گون

ی مولکولی و ها لیتحلبا توجه به  تیدرنهانبوده است. 

 ةکدکنند ةتوالی نوکلئوتیدی ناحی پایةبر  تبارزایی

از  BCMVپروتئین پوششی، این ویروس در زیرگروه 

قرار گرفت ولی میزان یکسانی  روسیو یپوتجنس 

ی متناظر این ا نهیدآمیاس ةتوالی نوکلئوتیدی و ترجم

های ایهجدبرای  شده نییتع ةناحیه کمتر از آستان

 پایة. بر است ویروس پوتیاز جنس  گونه کمربوط به ی

زعفران  ةکنند آلوده روسیو یپوتاین نتایج، 

 است ویروس پوتییدی از جنس جد ةگون ادیز احتمال به

 روسیو یپوتدقیق این  بندی آرایهلیکن تعیین جایگاه 

 های ویژگی ةبیشتری در زمین های بررسیمستلزم 

تعیین توالی  ویژه و به ها شتهی با ریپذ انتقال، زیستی

با توجه به درصد بالای . استآن  ژنومنوکلئوتیدی کل 

مورد بازدید،  یها زعفران استان کشتزارهایآلودگی در 

برای ی جدعنوان یک هشدار  به تواند یم ویروس این

ثیر أاگرچه تاکنون ت. این محصول ارزشمند کشور باشد

آلودگی زعفران به این ویروس روی محصول زعفران 

. استانجام آن بسیار ضروری  ، لیکنبررسی نشده

 ازنظرویژه  هبا فراهم شدن شرایط بهتر بممکن است 

تر  مهاجم یها هیوناقل و یا ظهور س یها شتهفعالیت 

آلودگی ، (ژنوم ویروسژنتیکی در اثر وقوع تغییر )ویروس 

منجر به و رسیده خطر  ةبه آستانزعفران به این ویروس 

همچنین بررسی . شود ینیب شیغیرقابل پ یها  آسیب

  دامنة میزبانی طبیعی این ویروس ضروری است.
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