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 چکیده

ترین گیاهان  محبوب  و یکی از  بودهو گیاه جهان برخوردار    از جایگاه مهمی در صنعت گل(.Pelargonium spp) شمعدانی  

  درهای ویروسی نقش مهمی در کاهش کمی و کیفی این گیاه زینتی دارند.  بیماری  خانه است.  خارج از   برای استفاده داخل و

با    72  بررسیاین   آلودگی ویروسی  به  مانندنشانهنمونه مشکوک  روی برگ و    زردو    سوخته های روشن حلقوی،لکه   هایی 

  RNA.  ندآوری شدجمع  ورامینمحلات و    های مختلف منطقهاز گلخانه  نشانهگیاهان بدون   گلبرگ و همچنین   رنگشکستگی  

 تیره  های عمومیآغازگر  استفاده از  با  مورد ارزیابی قرار گرفتند.  RT-PCRدر آزمون    و  استخراج  آوری شدههای جمعنمونه

Tombusviridae  یک قطعه ،DNA  اندازه دو   در  شدهیادقطعه    با تعیین توالی .شد  تکثیر  نمونه  21از    (bp)جفت باز    500  با 

توالیویروس  جدایه   با  مقایسه  دادهو  پایگاه  در  موجود  گونه   شدهیادهای  جدایهوابستگی    ،GenBankهای  های  به 

Pelargonium flower break virus (PFBV)    شمعدانی رنگ  شکست  ویروس  با     RT-PCRآزمون    دوبارهشد.    آشکاریا 

شامل    PFBVژنوم    '3از قسمت انتهای    bp1500   ای به طولتکثیر کننده قطعه   Ch1/Ch2آغازگر اختصاصی  جفت    استفاده از  

مرحله قبل را تایید کرد.    نتایج   درستیگرفت که    انجامهای مورد بررسی  روی نمونه  (coat protein, CP)پروتئین پوششی    ژن

تکثیر شده سه   استخراج و    ،برگزیدهجدایه  قطعه  توالی شد  مستقیمطوربهاز ژل  توالی    واکاوی  .ندتعیین  براساس  فیلوژنتیک 

از روش    شدانجام    برگزیدههای  جدایه  CPژن    آمینواسیدی استفاده  با  فیلوژنی  گردید.   neighbor joiningو درختواره    رسم 

سه  و  گیرند  شورهای مختلف در دو گروه قرار میگزارش شده از ک   PFBVتبارزایی نشان داد که جدایه های    هایبررسی  نتایج

در یک    PFBVجدایه   زیر گروه  جداو  گروه  زیر  ایران  دیگرهای کشوراز  گرفتند.  های  از وجود    قرار  گزارش  نخستین  این 

PFBV  .از ایران می باشد 

 . ، ویروسزینتی گیاهان شمعدانی، شناسایی، ،Tombusviridae تیره  کلیدی: هایواژه 
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 مقدمه 

جمله  1شمعدانی       از  باغچهها  گلدانی،  گیاهان  عنوان  به  که  هستند  محبوبی  و  پرطرفدار  نیز  گیاهان  و  آویز  سبدهای  ای، 

بین  تجارت  در  گیاهان  این  دارند.  کاربرد  دارویی  باغچهمصارف  گیاهان  میالمللی  دارا  را  دوم  رتبه  این    گوناگونیباشند.  ای 

های فضای سبز سازگار و  سبب شده که برای بسیاری از طراحی  گیاهان در اندازه، رنگ برگ و گل، عادت رشد و نوع گلدهی

 (. Khandan Mirkouhi et al., 2014) مناسب باشند

مختلف شمعدانی   رشد،  با  که  شوند،می  آلوده  هاویروس  توسط  اغلب   بنابراین  و  شوندمی  تکثیر  رویشی  راه  از  بیشتر  ارقام 

  کنترل   با تکثیر گیاهان فوق با استفاده از روش کشت بافت بنابراین    .اندتعامل  در  گیاه  فیزیولوژیکی  وضعیت   نتیجه  در  و  گلدهی

  وضعیت  در  را  هاریزنمونه  و  گیاهان  بارها  و  بارها  و  است   گلخانه  از  ترآسان   رشد  محفظه  یک  در  محیطی  هایواسنجه

   .(Dorion et al., 2010) خواهیم داشت   مشابهی کاملطور به فیزیولوژیک

نشانه  مرسومبسیار    های ویروسی در شمعدانیبیماری آلوده باشند.  های بوده و گیاهان ممکن است همزمان به چند ویروس 

گونه    25بر  افزونشوند. تا کنون می پدیداربهار   آغازدر فصل زمستان و  بیشتربیماری در گیاهان جوان شدت بیشتری داشته و 

 Arabis mosaic virus(.  Rosa & Moorman, 2018)  اندهای مختلف ویروسی از روی شمعدانی گزارش شدههتیرز  ویروس ا

(ArMV)  ،Tobacco ringspot virus (TRSV)    وTomato ringspot virus (ToRSV)  های شمعدانی در  ترین ویروساز مهم

های اروپایی  های ایالات متحده امریکا، چین، استرالیا و برخی کشورکشورها تا کنون از  . این ویروسهستند  Nepovirusجنس  

ها سبب کاهش  (. گزارش شده است که آلودگی گیاهان شمعدانی به این ویروسRosa & Moorman, 2018اند )گزارش شده

ها به  ، کاهش وزن تر قلمه%40-13  ها به مقدارها، کاهش عملکرد قلمهاز آلودگی، کاهش اندازه برگ  پسقدرت گیاه چند ماه  

های گیاهان آلوده  ها همچنین باعث کاهش تعداد گلچهشد. این ویروس  %20ها در حدود  و کاهش تعداد قلمه  %48-33میزان  

 (. Albouy et al., 1992شدند ) %40-17به میزان 

 Tomato bushy stuntدر شمعدانی از اهمیت بیشتری برخوردارند.    Tombusviridaeهای خانواده  های ناشی از ویروسبیماری

virus (TBSV)  ،Tobacco necrosis virus (TNV)  ،Morracan pepper virus (MPV)  ،Eggplant mottled crinkle virus 

(EMCV)    وPelargonium leaf curl virus (PLCV)  های شمعدانی در جنس  ترین ویروساز مهمTombusvirus  که    هستند

 (. Rosa & Moorman, 2018مدیترانه شیوع دارند ) حوضه کشورهای و های اروپایی، آمریکای شمالیدر کشور

جنس  ویروس یک  Pelarspovirusهای  بعنوان  شامل    شده  پیشنهاد  Tombusviridae  خانواده  در  جدید  جنس  که  است 

Pelargonium chlorotic ring pattern virus (PCRPV)  ،Pelargonium line pattern virus (PLPV)  وPelargonium 

ringspot virus (PRSV) هستند  (Scheets et al., 2015.) 

مهم     Alphacarmovirus  جنس بسیار  گونه  دارای    Pelargonium flower break virus (PFBV)شامل  ویروس  این  است. 

است  جهانی  ب  گسترش  اروپا  در  شمعدانی  پرورش  مناطق  بیشتر  در  است   ویژههو  داشته  حضور  پیش  سالیان  از   هلند 

 (Albouy et al., 1992; Bouwen & Maat, 1992  این ویروس  .)بر هلند، از سایر کشورهای اروپایی، اسراییل، کنیا و    افزون

 

1- Pelargonium spp. 
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های ویروس به  (. نشانهFranck & Loebenstein, 1992  ; Wei et al., 2015;  Rico et al., 2006چین نیز گزارش شده است )

گونه   مختلف  ارقام  در  گلبرگ  رنگ  می  Pelargonium domesticatumصورت شکستگی  پیدا  اما  بروز  دو    بیشترکند.  روی 

هایی مانند شکستگی  ها هم ممکن است نشانهگونهباشد. با این حال در همین  می  نشانهبدون    P. peltatumو    P. zonaleگونه  

(. گزارش شده است که  Rosa & Moorman,  2018ها بروز دهد )روی برگ  زردیهای  رنگ گلبرگ، کوتولگی گیاه و لکه

 ;Stone &  Holling,  1973 شود )منتقل می  آبکشتی های  سامانهآب آبیاری در    راه ویروس به روش مکانیکی و همچنین از  

Kusiak et al., 1995; Albouy et al., 1992 های گرده آلوده به ویروس  حمل دانه  راهوسیله تریپس از  ه(. ویروس قادر است ب

  MPV  ،EMCVهای  ویروس  (.Kusiak et al., 1995)  زیستیگیرد نه  منتقل شود اما این انتقال به صورت مکانیکی صورت می

 & Rasoulpourاند )هایی هستند که از ایران روی گیاه شمعدانی گزارش شدهاز ویروس  Cucumber mosaic virus (CMV)و  

Izadpanah, 2008; Rasoulpour & Izadpanah, 2011; Saidi & Safaeizadeh, 2011   .) 

ای پلی مراز با ترانویسی وارونه با استفاده از روش مولکولی واکنش زنجیره  PFBV، برای نخستین بار در ایران،  بررسیدر این  

(PCR-(RT  1  برخی    2و با استفاده از آغازگرهای عمومی و اختصاصی مورد شناسایی قرار گرفت و توالی ژن پروتیین پوششی

 های منتخب تعیین شدند. جدایه

 مواد و روش ها 

 جمع آوری مواد گیاهی 

بوته  در باابتدا  شمعدانی  گل  گلخانههای  نشانه  های  از  ویروسی  آلودگی  به  شهرستان  در  مختلف های  مشکوک    های سطح 

آبیاری    هشکده گل ووپژ  پژوهشی  در گلخانه  آوری شدند وجمع  و ورامین  محلات گیاهان زینتی با شرایط لازم و تغذیه و 

بودند نیز به منظور بررسی   نشانههای شمعدانی که بدون عدادی از گلدانهمچنین به صورت تصادفی ت .ندمناسب نگهداری شد

 .ندهای مختلف جمع آوری شدنمونه از گلخانه 72  در جمع ها جمع آوری شدند.احتمال آلودگی به ویروس از گلخانه

 کل 3استخراج آر ان ا

های محلات و ورامین اقدام به آوری شده از گلخانهشمعدانی جمعهای  های احتمالی ویروسی در نمونهبرای بررسی آلودگی

گرم بافت گیاهی    0/ 15ها شد. به صورت خلاصه  ( از این نمونهMasoomi-Aladizgeh et al., 2016استخراج آر ان ا  کل )

لیتر از بافر دست ساز . یک میلیلیتری اضافه شدمیلی  2مورد نظر با استفاده از نیتروژن مایع پودر شد و به تیوپ های استریل  

ماکرولیتر    600درجه سلسیوس قرار داده شد. سپس    65دقیقه در دمای    10استخراج به آن اضافه شد. آمیخته حاصل به مدت  

دقیقه   10ثانیه، به مدت  20( به آن افزوده شد و پس از همگن سازی با تکاندن به مدت 24/ 1محلول ایزوآمیل الکل /کلروفرم ) 

  RNase-DNase Freeلیتری  میلی  1/ 5دور در دقیقه سانتریفوژ شد. رونشین به تیوپ    15000درجه سلسیوس با    4مای  در د

منتقل شد و پس از افزودن ایزوپروپانول سرد به مقدار هم حجم رونشین در همان شرایط پیشین سانتریفوژ شد. پس از حذف 

  30شستشو داده شد و پس از حذف الکل و خشک شدن در دمای اتاق،    % 70رونشین پلیت باقی مانده در ته تیوپ با اتانول  

 

1- Reverse transcriptase- polymerase chain reaction (RT-PCR)                      2- Coat protein                      3- RNA 
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اتاق به فریزر    5به آن افزوده شد و پس از    DEPC-treatedمیکرولیتر آب   منتقل شد. ارزیابی  -20دقیقه نگهداری در دمای 

 ( انجام شد. Specgene, Jenway, UKاستخراج شده با استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر ) RNAکیفیت و غلظت  

 RT-PCRآزمون 

و یا کیت    2X HyperscriptTM RT master mix    (GeneAll, South Korea  ) با استفاده از کیت     ترانویسی وارونه  آزمون

Easy cDNA Synthesis Kit  در هر دو روش، مقدار    .)شرکت پارس توس بیوتکنولوژی، ایران( انجام شد µg1    کل   آر ان ا از

سوی  پس  تایی و یا یکی از آغازگرهایمیکرومولار آغازگر تصادفی شش  0/ 5به همراه    های گیاه شمعدانینمونه  استخراج شده

استفاده    (cDNA)  دی ان ای مکمل شد و طبق دستورالعمل شرکت سازنده برای ساخت رشته  آمیخته  1 جدولذکر شده در  

  (  انجام شد. iCycler, Bio-Rad, USAدقیقه در دستگاه ترموسایکلر)   60درجه سلسیوس به مدت    42شد. واکنش در دمای  

میکرولیتر    15انمارک( در حجم نهایی  ، دAmplicon) شرکت  Red Master Mix آماده    آمیختهواکنش پی سی آر با استفاده از  

منظور   این  به  شد.  انجام  شده  یاد  ترموسایکلر  دستگاه  از    1/ 5در  همراه    cDNAمیکرولیتر  به  قبل  مرحله  در  شده    1تهیه 

مخلوط شده و حجم نهایی با استفاده    Master mixمیکرولیتر از    هفت با      1 ذکر شده در جدول  آغازگر  جفت  مولار از هرمیلی

 .میکرولیتر رسانده شد 15از آب مقطر استریل به 

جفت بازی حاوی قمستی    500تکثیر کننده قطعه    Tombusviridae  (Morozov et al., 1995)    تیره   جفت آغازگرهای عمومی 

 ,PFBV  (Rico & (Hernándezاختصاصی گونه   جفت آغازگرهای و  RNA-dependent RNA polymerase  (RdRp)از ژن  

قطعه    (2004 کننده  انتهای    1500تکثیر  بازی  پوششی   '3جفت  پروتیین  ژن  کامل  توالی  بردارنده  در  مذکور  ویروس  ژنوم 

استخراج شده از گیاهان شمعدانی گواهی شده حاصل    RNA(. از  1 )جدولویروس برای این منظور مورد استفاده قرار گرفتند  

 استفاده شد.  RT-PCRنوک مریستم به عنوان شاهد منفی در آزمون  از کشت 
 

 . RT-PCRدر آزمون استفاده   آغازگرهای مورد مشخصات  -1جدول 

Table 1. Characters of used primers in RT-PCR tests. 

F* :(Forward) پیش سو              R**: (Reveres)  پس سو 
 

  تعیین توالی

  با   درصد  یکاز برش از ژل آگارز    پس  1  جدولبه دست آمده با استفاده از آغازگرهای ذکر شده در  پی سی آر   هایلمحصو 

ایران(GF-1 Gel DNA Recovery   کیت   از  استفاده کلون،  مستقیم طوربهخالص شده    هایهقطع  .ندشد  سازی  خالص  )سینا 

 شدند. فرستادهتعیین توالی به شرکت پیشگام بیوتکنولوژی ایران  برای

   ویروسگونه و  تیره

Virus species and 

family 

 اسم آغازگر 

Primer name 

 توالی 

Sequence 

)درجه  سلسیوس(  دمای اتصال  

Annealing temp. (oC) 

 منبع 

Reference 

Tombusviridae 
CarmoII 

F*/Carm

VI R** 

R:AARGTVGACCCGWVCCNMGNGTNATHCAAC

C  

F:GMMCTGCAGNACRCARTCRTCNCCRTTRTT 

50 
(Morozov et al., 

1995) 

PFBV CH1/CH2 
F:ATGGTGGTAATGGGGGGTTCTTGGGTTG  

R:TTCCCGGGGGGTTGTTTGTTTGTTAG 
62 (Rico et al., 2004) 
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 های به دست آمده واکاوی توالی

( مقایسه شدند. 2 )جدول GenBank های قابل دسترس در  با توالی  BLASTهای به دست آمده با استفاده از برنامه  ترادف 

افزاری نرم  ترادف  برایDNASTAR 5   (DNAStar Inc., Madison, WI, USA  )مجموعه  به  ترجمه  نوکلئوتیدی  های 

های نوکلیوتیدی و آمینواسیدی  مورد استفاده قرار گرفت. انجام همردیف سازی چندگانه ترادف  همانندهای آمینواسیدی  توالی

ژنتیکی مورد نظر با استفاده از  فیلو  انجام شد و درختواره Clustal Wبا برنامه    GenBank های موجود در حاصل با سایر ترادف

 ( رسم شد. Kumar et al., 2018) MEGA Xتکرار در نرم افزار  1000با  bootstrapبا اعتبارسنجی  neighbor joiningروش 
 

 .فیلوژنتیک واکاویاستفاده شده برای  PFBVجدایه های  هایویژگی   -2 جدول

Figure 2. Characteristics of PFBV isolates used in phylogenetic analysis. 
 سال 

 Year 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 شماره دسترسی

      Access number 

 

 

 nu    

 میزبان 

Host 

 کشور

Country 
2004 DQ443020 P. zonale Germany 
2004 DQ443021 P. zonale Germany 
2004 DQ443022 P. zonale Germany 
2004 DQ443023 P. zonale Germany 
1990 DQ443024 P. zonale Germany 
1990 DQ443025 P. zonale Germany 
2000 DQ443011 P. zonale Spain 
2000 DQ443012 P. zonale Spain 
2001 DQ443014 P. zonale Spain 
2001 DQ443015 P. zonale Spain 
2001 DQ443016 P. zonale Spain 
2001 DQ443017 P. zonale Spain 
2002 DQ443018 P. zonale Spain 
2002 DQ443019 P. zonale Spain 
2002 DQ256073 P. zonale Spain 
2000 AJ514833 P. zonale Spain 
2002 DQ443028 P. zonale Czech Republic 
2002 DQ443029 P. zonale Czech Republic 
2015 KM884876 Pelargonium spp. China  
2015 KM884877 Pelargonium spp. China 
2015 KM884878 Pelargonium spp. China 
2004 DQ443032 P. zonale Kenya 
2004 DQ443033 P. zonale Kenya 
2004 DQ443036 P. zonale Kenya 
2004 DQ443037 P. zonale Kenya 
2004 DQ443038 P. zonale Kenya 
2004 DQ443039 P. zonale Kenya 
1990 DQ443026 P. zonale The Netherlands 
1990 DQ443027 P. zonale The Netherlands 
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 نتایج و بحث

 بررسی مواد گیاهی 

لکهلکه  مانند  ییهانشانه لکههای حلقوی سبزرد و بافت مرده، نقوش حلقوی،  زرد روی  های حلقوی  های سبزرد بیضوی و 

گلبرگ در  رنگ  شکست  برگ،  نقطهسطح  وجود  و  در  ها  رنگی  مختلف    شمعدانی  گیاهانهای  مناطق  از  شده  آوری  جمع 

مشخص ویروسی با هیچکدام از آغازگرهای   هاینشانههای دارای (. همچنین برخی از نمونه1 )شکل  برداری مشاهده شدنمونه

می نشان  موضوع  این  ندادند.  تشکیل  را  انتظار  مورد  قطعه  استفاده  ویروسمورد  سایر  است  ممکن  که  از  دهد  یا  هتیرها  ها 

جمله  جنس از  نگرفتند.  قرار  بررسی  مورد  ما  مطالعه  در  که  باشند  داشته  حضور  محلات  منطقه  در  ویروسی  دیگر  های 

از  ویروس جنس    Potyviridae  هتیرهایی  )  Nepovirusو  ایران  مناطق  سایر  از   ;Rasoulpour & Izadpanah, 2008که 

Rasoulpour & Izadpanah, 2011( و دنیا )Rosa & Moorman, 2018اند.  ( روی شمعدانی گزارش شده 

 

 
های  و نقطه های رنگی روی گلبرگ رنگ شکست  ایجاد جمع آوری شده از گلخانه ها: شمعدانی  انروی گیاه نشانه های مشاهده شده - 1شکل 

 (. C, D, E)  های شمعدانی  ، لکه های کلروز و رنگ پریده روی برگ(B)  های شمعدانی  شکلی برگ بد(، A)  شمعدانی 

Figure 1. Symptoms observed on geranium plants collected from the greenhouse. Color breaking and 

color dots on geranium petals (A); leaf malformation (B); Chlorotic spots and leaf mottling (C, D, E). 

 

 Tombusviridae تیرهعمومی   آغازگربا  RT-PCRآزمون 

های عمومی مربوط به  با آغازگر(  bp  500،  قطعه مورد انتظار )RT-PCRنمونه مورد بررسی در واکنش    72نمونه از     21در  

تر هم  های بزرگغیر اختصاصی با اندازه  هایهبرخی از قطع  یادشدهبر قطعه    افزون(.  2تکثیر شد )شکل      Tombusviridae  تیره
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که   شد  میه  بتکثیر  برسد  نظر  آغازگرهای    امرتبط  )  عمومیماهیت  )شکل  Morozov et al., 1995باشد  از 2(  استفاده   .)

 Morozovتایید شده بود )  تیرههای اعضای این  روی گیاهان محک آلوده به ویروس  Tombosvridae  تیرههای عمومی  آغازگر

et al., 1995های آر ان ا شمعدانی برای اولین بار نظر با استفاده از نمونهعه مورد  ( اما استفاده از این آغازگرها برای تکثیر قط

 انجام گرفت.  بررسیدر این 

 Tombusviridaeقطعات تکثیر شده با آغازگرهای عمومی  تعیین توالی 

  Tombusviridaeبا استفاده از  جفت آغازگر عمومی      bp  500روی توالی به دست آمده از قطعه تکثیر شده    BLASTnآنالیز  

 RNA-dependent RNA polymerase( نشان داد که قطعه مورد نظر مربوط به ژن  P19و    P6مربوط به دو جدایه شمعدانی )

(RdRp)    گونه    های مختلفهای ناحیه مشابه جدایهدر سطح نوکلئوتیدی با توالی  شباهت   % 95-97این دو جدایه می باشد که

Pelargonium flower break virus    موجود درGenBank    ،به گونه    شدهیادهای  جدایه  وابستگیداشتند. به این ترتیبPFBV  

می گزارش  ایران  از  ویروس  این  که  است  بار  نخستین  این  گرفت.  قرار  تایید  این،شود.  مورد  از  از   پیش  دیگر  برخی 

اعضای  ویروس )  Tombusviridae  تیره های  بودند  شده  گزارش  شمعدانی  روی  (.  Rasoulpour & Izadpanah, 2011از 

 ;Alonso & burja, 2005شوند ) های شمعدانی محسوب میوسترین ویراز شایع  Tombusviridae  تیرههای اعضای  ویروس

Rosa & Moorman, 2018ها صورت گرفته  های اندکی در مورد آلودگی شمعدانی به این ویروس( با این حال در ایران بررسی

به خوبی قادر به ردیابی ویروس در این    Tombusviridae  تیرهنشان داد که استفاده از آغازگرهای عمومی    بررسیاست. این  

می )شکل  گیاه  در شمعدانی  2باشد  ویروسی  این خانواده  اعضای  ردیابی سایر  برای  آغازگرها  این  از  استفاده  لذا  پیشنهاد  (. 

 . شودمی

 PFBVویروس    '3تکثیرانتهای

تایید حضور   و  توالی دو جدایه شمعدانی  تعیین  از  نتایج حاصل  به  توجه  نمونه  PFBVبا  بررسی، یک جفت  در  مورد  های 

اختصاصی   انتهای    PFBV   ((CH2/CH1آغازگر  کننده  ژن    '3تکثیر  بردارنده  در  مذکور  ویروس   & CP   (Ricoژنوم 

Hernández, 2004  محصولات الکتروفورز  ژل  از  نتایج حاصل  گرفت.  قرار  استفاده  مورد   )RT-PCR    این با  آمده  دست  به 

باند   Tombusviridaeعمومی    هایهای شمعدانی که با آغازگردر نمونه  bp  1500قطعه مورد انتظار  نشان داد که   جفت آغازگر

های شمعدانی منجر به تشکیل  . هر چند این جفت آغازگر هم در نمونه)3، تکثیر شد )شکل  دمورد نظر را تشکیل داده بودن

های مورد بررسی  ت آغازگر مذکور بر روی شمعدانیهای صورت گرفته با جف(. بررسی3باندهای غیر اختصاصی شد )شکل  

های  های مثبت از بوتههای شمعدانی بدون نشانه نیز وجود دارد و در بیشتر موارد، نمونهدر برخی از نمونه PFBVنشان داد که  

یش هم گزارش  در برخی از ارقام شمعدانی بدون نشانه از پ  PFBV(. گسترش  4شکل    14-3بدون نشانه بودند )راهک های  

تواند ناشی از آلودگی بدون نشانه های مختلف در شمعدانی می(. رخداد گسترده ویروسBouwen & Maat, 1992شده است ) 

 (. Alonso & Burja, 2005ویروس و تکثیر رویشی گیاه باشد )
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شده      PCR-RTمحصولات    الکتروفورزی  نقوش  -2شکل   از  ا  باتکثیر  )  آغازگرجفت    ستفاده   تیره(  CarmoIIF/CarmVIRعمومی 

Tombusviridae     1روی ژل آگارز%.      M  :GenRuler™ 1 kb DNA ladder (Fermentas)  ،)به ترتیب جدایه    :1-5های  راهک

 شاهد منفی. : 6 راهک،  P112 و  P19 ،P21 ،P108،P111های 

Figure 2. Electrophoretic patterns of RT-PCR products amplified by Tombusviridae degenerate primers 

(CarmoIIF/CarmVIR) in a 1% agarose gel. M: GenRuler™ 1 kb DNA ladder (Fermentas); lanes 1-5: P19, 

P21, P108, P111 and P112 isolates, respectively; lane 6: negative control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tombusviridaeهای عمومی آغازگرجفت  ستفاده از ا باتکثیر شده   RT-PCRمحصولات الکتروفورزی  نقوش  -3شکل 

(CarmoIIF/CarmVIR)  و اختصاصیPFBV  (CH1/CH2 در جدایه های مشابه روی ژل آگارز )1%  .M :GenRuler™ 1 kb 

DNA ladder (Fermentas))آغازگر عمومی : 3الی 1های راهک  ؛Tombusviridae  هایروی جدایه  ترتیب به P6 ،P19 وP105  

:  9؛ راهک  P105و P6 ،P19 هایروی جدایه  به ترتیب PFBV  آغازگر اختصاصی  :  8الی  6 های؛ راهکآب  :5راهک کنترل منفی؛:4راهک 

 . : آب10کنترل منفی ؛ راهک

Figure 3. Electrophoretic patterns of RT-PCR products amplified by Tombusviridae degenerate primers 

(CarmoIIF/CarmVIR) and PFBV specific primers (CH1/CH2) in a 1% agarose gel. M: GenRuler™ 1 kb 

DNA ladder (Fermentas); lanes 1-3 : Tombusviridae degenerate primers on P6, P19 and P105 

respectively; lane 4: negative control; lane 5: water; lanes 6-8: PFBV specific primers on P6,P19 and P105, 

respectively; lane 9: negative control; lane10: water. 
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( روی ژل CH1/CH2)   PFBVاختصاصی  آغازگر جفت ستفاده ازا باتکثیر شده   RT-PCRمحصولات الکتروفورزی  نقوش -4شکل 

 P101: 14الی  3 راهک های، منفی  د: شاه2راهک،  P6: 1 ؛راهکM :GenRuler™ 1 kb DNA ladder (Fermentas) . %1آگارز 

 (. نشانه )گیاهان بدون  P112الی 

Figure 4. Electrophoretic patterns of RT-PCR products amplified by PFBV specific primers (CH1/CH2) 

in a 1% agarose gel. M: GenRuler™ 1 kb DNA ladder (Fermentas); lane 1: P6; lane 2: negative control; 

lanes 3-14: P101-P112 (symptomless plants). 

 

 PFBVقطعه تکثیر شده با آغازگر اختصاصی  تعیین توالی  نتایج

قطعه    نتایج طرفه  دو  خوانش  مستقیم  توالی  با    bp  1500تعیین  شده  اختصاصی  غازگرآتکثیر  جدایه     CH2/CH1های  سه 

ها به نشان داد که این جدایه  GenBankهای موجود در  و مقایسه با توالی   )نشانه)بدون    P105و    P6  ،P19های  شمعدانی به نام 

PFBV    .دارند توالی  ویرایشاز    پستعلق  ژن  دستی  کامل  توالی  آوردن  دست  به  و  آمده  دست  به  جدایه    CPهای  سه  این 

 = P105 و  P6 = MT843891    ،P19 = MT843892های  دسترسی  شماره  با  هااین توالی  ،شدهیاد های  ویروسی از روی توالی

MT843893 های در پایگاه دادهGenBank  شدندثبت. 

است که منجر   bp1038 نشان داد که اندازه قطعه ژنی مذکور    شدهیادسه جدایه    CPبررسی روی توالی نوکلیوتیدی ژن    نتایج

وتیدی و  هم در سطح نوکلئ  اب  شدهیادتوالی سه جدایه    شباهت شود. میزان  آمینو اسید می  346پپتید به طول  به تشکیل یک پلی

بیشتری    شباهت  P105و    P19نشان داد که دو جدایه    نتایجتعیین شد. این     100-99/ 7و     99/ 9-99/ 3اسیدی به ترتیب  آمینو 

 P6نشان داد که جدایه    PFBVهای    هبررسی توالی آمینواسیدی این سه جدایه در مقایسه با سایر جدای  نسبت به یکدیگر دارند.

و سایر کشورها به  ، جایگزینی آمینواسید آلانین به جای تریونین نسبت به دو جدایه دیگر ایران  252در موقعیت آمینواسیدی  

دارای دو منشا جغرافیایی متفاوت در ایران هستند.  (P105و P19)  شدهیاد دو جدایه  دارد.های کشور جمهوری چک جز جدایه

P19 آوری شد، در حالیکه ای در محلات جمعهای گلخانهاز شمعدانیP105  آوری شده از استان  جمع بدون نشانهاز شمعدانی

می نگهداری  زینتی  گیاهان  و  گل  پژوهشکده  گلخانه  در  که  بود  )ورامین(  توالیتهران  مقایسه  نشد.  این سه  ئوکلهای  وتیدی 

 متغیر است.  99/ 4تا  96/ 4از سایر نقاط دنیا نشان داد که میزان مشابهت از  PFBVهای  جدایه با جدایه

 فیلوژنی  واکاوی

با استفاده از    PFBVهای مختلف  درختواره فیلوژنتیکی به دست آمده  بر اساس توالی آمینو اسیدی ژن پروتئین پوششی جدایه

قرار گرفتند   جداگانهها در دو گروه فیلوژنتیکی  نشان داد که این جدایه  bootstrapتکرار    1000و با    Neighbor Joiningروش  
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های سایر کشور های مورد بررسی در  از جدایه  جدا  ،در یک زیر گروه  های ایرانی مورد بررسی در گروه یک(. جدایه5)شکل

گرفتند ) شکل  واکاوی   قرار  بررسی جدایه  نتایج  .(5فیلوژنی  از  اگر چه    شدهیادهای  حاصل  که  داد  با  جدایه  بیشترنشان  ها 

استثنا برخی  اما  شدند  بندی  گروه  یکدیگر  با  آنها  جغرافیایی  منشا  به  بندی    هاتوجه  گروه  این  در  جمله   دیدههم  از  شد. 

 قرار گرفتند.    های کشور آلمان، که در هر دو گروهجدایه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های ویروس. )ستاره دار( بر اساس توالی آمینواسیدی ژن  پروتئین پوششی با سایر  جدایه  PFBVهای ایرانی : روابط فیلوژنتیکی جدایه  5شکل 

تکرار  1000با   Neighbor joiningهای ورودی برای ساخت درختواره فیلوژنتیک بر اساس روش چندگانه به عنوان داده های توالی همردیف

توالی آمینواسیدی  اند.در درخت نهایی نشان داده نشده  Bootstrapارزش   %70هایی با کمتر از استفاده شد. شاخه   MEGAXدر نرم افزار  

 مورد استفاده قرار گرفت. outgroupبه عنوان   Honeysuckle ringspot virus (HRSV)ژن پروتئین پوششی 
Figure 5. Phylogenetic relationship of Iranian isolates of PFBV based on coat protein gene amino acid 

sequences with those of PFBV isolates which were available in GenBank. Multiple sequence alignments 

were used as input to construct phylogenetic tree based on neighbor-joining algorithm with 1000 

bootstrap replicates using MEGA X software. Bootstrap values less than 70% are not shown in the final 

phylogenetic tree. Corresponding Honeysuckle ringspot virus (HRSV) sequence was used as outgroup. 
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در برخی از   هاویروس  نشدن نشانه آسیب دیدهشود و با توجه به  به صورت رویشی تکثیر می  بیشترشمعدانی گیاهی است که  

های تکثیر شده امکان تبادل ویروس بین بین المللی قلمه  بدل شدنورد  دلیل( و به  Bouwen & Maat, 1992)  ارقام شمعدانی

 P19کشورهای مختلف بسیار امکان پذیر است. در مورد گروه ایرانی هم مشاهده شد که دو جدایه با منشا جغرافیایی متفاوت ) 

های  یین توالی جدایهویروس در ایران نیاز به تع  گوناگونی ( با هم یک گروه خواهری را تشکیل دادند. بررسی میزان  P105و  

تا تصویر دقیق از سایر مناطق کشت و پرورش شمعدانی  دارد  این ویروس  از میزان  مختلف  این ویروس و    گوناگونیتری 

اروپایی هستندارقام جدید شمعدانی در ایران وارداتی    بیشتررابطه فیلوژنتیک آن به دست آید.   . بنابراین رابطه  از کشورهای 

 قابل پیش بینی است.   موردیایرانی با جدایه های اروپایی  هاینزدیک جدایه

 هایبوته از استفاده دلیل به نیز گسترش آن و دادهرخ محلات در شهرستان PFBV که دهدمی نتیجه گیری کلی این بررسی نشان 

 خطر یک بیماری این داد که نشان های این مطالعهبررسی ناپذیر است.   دوریموضوعی   گیریقلمه برایشده  نمادری گواهی  

گل  تولید اصلی هایقطب  از یکی عنوان به محلات شهرستان زیرا شودمی محسوب همچنین کشور و منطقه گلکاران برای جدی

 این در آمده دست  به نتایجبه   توجه با .آیدمی به حساب های رویشی شمعدانیقلمه تأمین برای مکانی به و باشدمی شمعدانی

 کنترل برای داخلی سالم سازی شده هایقلمه یا و شده وارداتی گواهی و ویروس از عاری هایقلمه از شودمی پیشنهاد پژوهش

 .شود استفاده  PFBVبیماری ناشی از 

 تشکر و قدردانی 

در قالب پروژه مصوب   ، مؤسسه تحقیقات علوم باغبانی،با استفاده از حمایت مالی پژوهشکده گل و گیاهان زینتی  پژوهشاین  

 صورت گرفته است.  7-26-09133-961542به شماره   
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Abstract 

Geranium has an important place in the world flower and plant industry and is one of the most popular 

for indoor and outdoor use . Viral diseases play an important role in reducing the quantity and quality 

of this ornamental plant. In this study, 72 samples suspected of viral infection with symptoms such as 

bright ring spots, leaf necrosis and chlorosis, spots or color breaking on the petals, as well as 

asymptomatic plants were collected from various greenhouses in the Mahallat and Varamin and their 

suburbs. Total RNA was extracted and evaluated by RT-PCR using general primers of the family 

Tombusviridae. In 21 samples, a DNA fragment of 500 base pair (bp) in size was  amplified using 

Tombusviridae primers. This DNA fragment from the two isolates were sequenced and compared with 

the sequences available in the Genbank database. The results indicated that both isolates belonged to 

Pelargonium flower break virus (PFBV). The RT-PCR test was performed again using a pair of 

specific primers (CH1/GH2) designed to amplify a 1500 bp DNA fragment from the 3' end of the 

PFBV virus genome containing the coat protein gene on the same samples, that confirmed the 

accuracy of the results of the previous step . The amplified DNA formed on the gel of three selected 

isolates was extracted from the gel and subjected to sequencing. Phylogenetic analysis was performed 

based on the amino acid sequence of CP gene and phylogenetic tree (genealogy) was drawn using 

neighbor joining method . The results of phylogenetic analysis showed that the reported PFBV isolates 

from different countries are in two groups and three PFBV isolates of Iran were placed separately in 

one subgroup from the subgroups of other countries. This is the first report of PFBV in Iran. 

Keywords: Detection, Ornamental plants, Pelargonium, Tombusviridae family, Virus. 
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