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 ده یچک

مزارع  های مهم گوجه فرنگی  از ویروس  (TBSV -Tomato bushy stunt virus )  فرنگیگوجهانبوهی  بوتهکوتولگی  ویروس   ایران و در 

بررسی شد. به این منظور، مایه    یگوجه فرنگی در  بوته انبوه  یکوتولگ  روسیو  یدر آلودگ  ازیکوریاثر مادر این پژوهش   است.  سراسر جهان

بصورت مکانیکی به گیاهان TBSV ،  هبعد از چهارهفتو   در بستر کشت گیاه اضافه گردید فرنگیتلقیح مایکوریزا در زمان نشاکاری گوجه 

زنی مورد ارزیابی قرار گرفت. تیمارها شامل گیاهان  روز بعد از مایه  31و    25،  19های زمانی  میزان تکثیر ویروس در فاصله  .زنی شدمایه

بودند.    TBSV  (MV)زنی شده با ویروس  و گیاهان مایکوریزایی مایه  (M)، گیاهان مایکوریزایی  TBSV  (V)(، گیاهان آلوده به  Cشاهد ) 

در مقایسه  MV دار آن در گیاهان، بیانگر کاهش معنیدر گیاهانReal-time PCR   روشنتایج بررسی میزان غلظت نسبی ویروس توسط  

  AGO2 (Argonaute) هایژنی میزان بیان  تر بود. بررسهای زمانی بعدی بررسی بیماری مشخصبود و این کاهش در بازه V با گیاهان
اند. این افزایش دار داشته افزایش معنی  V  اهانیگ  نسبت به  MV  اهانی گ  در  هاژن   نیکه امشخص نمود    زینMYB33 (Myeloblastosis) و  

 فرنگیگوجه  در گیاهان ویروس تکثیرکمتر  کنندهتأییدطوربوده و همین  Vنسبت به گیاهان    MVدهنده افزایش مقاومت گیاهان  نشان

گیاه   ی دفاع   ستمیکننده س  کیبه عنوان تحر  زیکوریما  قارچاستفاده از  که    دهد یم  نشان   قیتحق  نیا  جینتا باشد.  می مایکوریزا  با شده تلقیح
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Abstract 

Tomato bushy stunt virus (TBSV) is one of the important tomato viruses in Iran and all over the world. In this study, the 

effect of mycorrhizae in Tomato bushy stunt virus infection was investigated. For this purpose inoculum of mycorrhizal 

fungus Rhizoglomus irregulare was added to the plant growing medium at the time of tomato transplanting and after four 

weeks, TBSV was inoculated mechanically to the plants. The rate of virus multiplication was evaluated by Real-time 

PCR at time intervals of 19, 25 and 31 days after inoculation. The treatments included control plants (C), plants infected 

with TBSV (V), mycorrhizal plants (M) and mycorrhizal plants infected with TBSV (MV). The results of investigating 

the amount of virus accumulation in plants showed its decrease in MV plants compared to V plants, and this decrease was 

more obvious in more advanced stages of the disease. Investigating the expression level of AGO2 and MYB33 genes also 

revealed that these genes had a significant increase in MV plants compared to V plants. This increase indicates an increase 

in the resistance of MV plants to the virus compared to V plants and it also confirms the lower reproduction of the virus 

in tomato plants inoculated with mycorrhiza. The results of this research show that the use of mycorrhizal fungi as a 

stimulant of the plant's defense system may be a good way to defend against this viral disease. 
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 مقدمه 

،  L.   Solanum lycopersicumعلمی  نام   فرنگی با گیاه گوجه

 محصول   . اینای در جهان استترین سبزیجات میوهمهم  یکی از

بیماریزای   عوامل  می  یویروسمختلف  توسط  اینشودآلوده   .  

 Gerikشوند )می  یفرنگعملکرد گوجه کاهش  باعث    ها آلودگی

et al. 1990.)  مهم از  بیماری یکی  این  ترین  در  ویروسی  های 

کوتولگی   ویروس  - TBSV)  فرنگیگوجه   انبوهیبوتهگیاه، 
Tomato bushy stunt virus  )  متعلق  است جنس به  که 

Tombusvirus    خانواده  Nawaz et) است    Tombusviridaeو 

al. 2014ا ویروسی   نی(.  استان    نیاول  یبرا  بیماری  در  بار 

شمال گوجه   یخراسان  مزارع  است  یگفرناز  شده   گزارش 

(Jafarpour et al. 2010علائم ا .) زبانیبه م  ی بستگ  روسیو  نی  

عفونت   آن ایم   یموضع  یهادارد.  باعث    ی هالکه  جادیتوانند 

عفونت  کیکلروت باعث  یم  زین  کیستمیس  ی هاشوند.  توانند 

  ی هاو برگ  افتهیشکل  رییتغ  یهاوهیم  ی، تشکیلکوتولگ  جادیا

)  ده یدب یآس ابزارآلات  (.  Yamamura et al. 2005شوند 

آبیاری آب   ، خاک  راه  کشاورزی،  از  آلوده  بذر  انتقال  و  های 

 (.  Nawaz et al. 2014)ویروس است 

بر  ی فرنگگوجه گیاه   زا، یماریبعوامل  توسط  آلودگی    علاوه 

همز  تواندیم قارچها  یستیتعاملات  آربوسکولار ا  زیکوریما  یبا 

(AMFا )کند  جادی (Miozzi et al. 2011.)    رابطه همزیستی این

را قادر    آنها،   (AMسکولار )ویکوریزا آربو ما  های گیاهبین ریشه 

رامی تا رشد خود  )ببهبود    سازد   .Hildebrandt et alبخشند 

. 2010et al2007; Pozo .)(2001)  et al.Timonen  ن ی اول  یبرا  

)که قبلاً    Rhizoglomus irregulare  یقارچ  یهاکروتوبولیبار م

عنوان   م  Glomus intraradicesبه  در  یشناخته  را  شدند( 

یک قارچ   R. irregulareثبت کردند.    ی فرنگجه گو  اب  یستیهمز

کلونیزه کردن گیاهان با استفاده از  که قادر به    است  مایکوریزا

می اسپور خود  هیف    (. Sieverding et al. 2014) باشد  یا 

مایکوریزا  همزیستی   گیاه قارچ  تعاملات  تحمل    بیمارگر  در  و 

غیرزنده تنش و  زنده  مهمی  های    مطالعات   کند. می ایفا  نقش 

  کاهش بر    زیکوریما  قارچ  یستیهمز  ریتاث  با  رابطه  در  یمتعدد

  Miozzi et al.  است  شده   انجام  اه یگ  در  ی روسیو  یمارگرهایب

بررس2011) با  ب  ی(    ی فرنگگوجه   ی پژمردگ  روسی و  ن یتعامل 

Tomato spotted wilt virus)  ) ما  و  زیکوریقارچ 
Funneliformis mosseae  (syn. Glomus mosseae Tul.)  

دفاع   یها  ژن  انیب  زانیمکه    افتند یدر در    اه یگ  در   ی مرتبط 

 مقدار  جهینت  در  و   ابد ی یکاهش م  یزیکوریما  یفرنگگوجه  اهان یگ

در    کهیشود. در حالیمشاهده م  این گیاهاندر    یبالاتر  روسیو

و  یفرنگگوجه  اهیگ به  گوجه   یدگیچیپ   روسیآلوده  زرد  برگ 

- Tomato yellow leaf curl Sardinia virus)   اینیسارد  یفرنگ

TYLCSV  گزارش شده است    روسیو  زانیم( کاهش(Maffei 

et al. 2014) . 

های  واکنشعلاوه بر بهبود تغذیه گیاه،    مایکوریزهای  قارچ

، با مایکوریزا ریشه گیاههمزیستی  کند.  دفاعی گیاه را فعال می

ژن  تواندمی مقاومت  بیان  با  مرتبط  افزایش  را  های  میزبان  در 

بیان که  هایی  از جمله ژن (.  Maffei et al. 2014)  دهد میزان 

همزیستی در  مایکوریزابا    آنها  می  قارچ  قرار  تاثیر    گیردتحت 

کینازگیرندهشبه  پروتئین   Receptor-like protein)   های 

kinase  در پاسخ به  در فرایند دفاع گیاه و  که معمولاً  ( هستند

 (. Miozzi et al. 2011) نقش دارند های خارجیچالش

درک    به گیاهان  چگونگی  منظور  دفاعی  سیستم  تقویت 

  ی هائ ژن   انیب  یبررس  های ویروس،مایکوریز شده در برابر آلودگی

 ی  هااست. ژن   یضرورویروسی هستند    هاییآلودگ  که متاثر از

MYB33    و AGO2 روسیو  هیعل  اهیمقاومت گ  در  یهردو به نوع 

-ژن  گروه  .( et al.Xia ; 2014et al. Wang 2016نقش دارند ) 

مس  MYB  یاه مرفولوژ   ه،یثانو  یوسنتزیب  یرهایدر   ی کنترل 

مقاومت به    ای   ها یماریدخالت در ب  ،یهورمون  یها، پاسخسلول 

)  ها آن  دارند  پژوهشی   (. et al.Du 2009دخالت  ژن   12۷  در 

MYB   گوجه است  در  شده  شناسایی   .Zhenjun et al)فرنگی 

بسیارن  MYB  یهانیپروتئ  (. 2016 به   در یمهم قش  پاسخ 

حمله عوامل    .میکنند ایفاء های بیرونی درگوجه فرنگیاسترس 

در گوجه بیماری تنش  تواند موجب  این  درفرنگی شود.  زا می 

فاکتورهای به   در  MYBرونویسی   شرایط  وابسته  مسیر 

سیگنالینگ  کیزیدآبسیاس ژن   در،  هاتنش از  های  تنظیم 

دارند  به  دهنده  واکنش نقش  این   (Li et al. 2015).تنش 

پ  هافاکتور انتقال  پاتوژن  یهاامیدر  برابر  در  ادفاع  نقش    فا یها 

انجام    ژن  کی  ی خاموش  ا ی  انیب  سرکوب  با این کار را  و    کنند یم

مشخص شده    یادر مطالعه (.(Lorenzo et al. 2003دهند  می

  ی فرنگگوجه  اه ی گ  ی پس از آلودگ  MYB33  ان یب  زانیاست که م

و  Tomato leaf curl New Delhi)  روسیبه 

Virus؛(ToLCNDV پیدا کرده استکاهش   یداریطور معن به  

(.(Naqvi et al. 2010  

ها نقش  نیز در دفاع ضد پاتوژن  AGO  پروتئینهایتعدادی از  

  در   یسیرونو  یفاکتورها  ریسا  باها  نیپروتئاین  از    یبرخدارند.  

   شناخته شده برش   AGO نیاول   که  نیا  ل یدل  به.  هستند  تعامل 

RNA   دهنده  برش  یهان یعنوان پروتئ به  کرد،یم  زیهدف را کاتال

  ی خاموش  یهاکمپلکس (Song et al. 2004). اندشدهشناخته  
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هستند    AGO6  ،AGO9و  AGO4شامل    یسیژن در سطح رونو

(Havecker et al. 2010کمپلکس .)  های خاموشی ژن در سطح

  باشند می  AGO7و    AGO1  ،AGO2  شامل نیز    پس از رونویسی 

(Montgomery et al. 2008).  AGO2  پروتئ جمله    ی هانیاز 

از گیاه گوجه آرگونات است که در مقاومت   علیه برخی  فرنگی 

)  هاویروس دارد  این  .(Xia et al. 2016نقش  مثال  عنوان    به 

خاموش  نیپروتئ در  مهمی    X  ویروس  RNAکردن    نقش 

گوجه سیب  در   .(Kwon et al. 2020) دارد  فرنگیزمینی 

در  TBSV روسیمقاومت به و  جاد یا  در  AGO2  تیالفع   همچنین 

 Scholthof)  گزارش شده است  Nicotiana benthamiana  اهیگ

et al. 2011.) 

توجه   بســیار   بهبا  ســبد  گوجه  اد یز  اهمیت  در  فرنگی 

مردم     ت یماهک  در ،کشور   سطح  در  آن  عیوس  وکشتغذایی 

 ارائه تواند در  یم   روسیو  نیادر برابر    زیکوریما  یهاقارچ  یکنترل

  ن یاز ا هدف  نیبنابرامناسب راهگشا باشد.  ی تیریمد  یراهکارها

کوتولگی بوته  بررسی اثر مایکوریز روی آلودگی ویروس   ق،یتحق

آن   بین ارتباط  درک   بابتوان    تا   باشدمیدر گوجه فرنگی  انبوهی  

 بهتری برآورد ی،زیکوریما  اهانیگ  در و میزان بروز این بیماری  

  ی ماریب  تیریمد  در  مذکور  ی ماریب  به  زبانیم  العمل  عکس از

 .  آورد بدست
 

 ها   روش  و   مواد

 طراحی تجربی و مواد زیستی

 ،  (Extension)  کیاست  فی ب  بوش  رقمفرنگی )بذرهای گوجه 

های جوانه زنی قرار گرفتند.  در سینی  (کایآمر  براندون  شرکت

گلدان   نشاها  به  هفته  چهار  از  شامل    1 یکهای  پس  لیتری 

طرح کاملاً  جهت اجرای  ( منتقل شدند.  1:1و ماسه )  تیکولیورم

تیمار    تصادفی، به (C) شاهد  گیاهان  :  چهار  آلوده  گیاهان   ،

TBSV  (V )  گیاهان مایکوریزایی ،R. irregulare  (M  )  و گیاهان

مایه ویروس  مایکوریزایی  با  شده    ۸شامل    TBSV  (MV)زنی 

در هنگام انتقال  گیاه در سه تکرار برای هر تیمار آزمایش شدند.  

 میلی لیتر سوسپانسیون قارچ مایکوریز   150ها،  نشاها به گلدان

R. irregulare   هیته)اسپور زنده در هر گرم پودر    12000  شامل 

 در (، کاناداtechnologies -Premier Tech Bio  یشده از کمپان 

شدند تا برای تلقیح    اسپریها  در نزدیکی ریشهآب،    تریل  کی

  14استفاده شوند. گیاهان در یک گلخانه ) Mو  MVهای تیمار

 درجه  24±  3 ساعت در تاریکی( در دمای    10ساعت در نور/  

 نگهداری شدند.   سلسیوس

پس    کسانی  یطیو مح  یرشد  طیدر شرا  MVو  V  اهانیگ

رس برگ  دنیاز  چهار  تا  سه  مرحله   استقرار   مشاهده  و  یبه 

بصورت   کروسکوپ،یتوسط م  کنترل  اهانیگ  شهیر  در  زایکوریما

  یزنهیما  روسیکاربراندوم با و   پودر   با   زخم  جاد یا  توسط  ی کیمکان

 مولار  1/0  میاز بافر فسفات پتاس  روسیو  یزنهیما  یشدند. برا

(H7.4و شد.  استفاده  برگ  TBSV  روسی(  نمونه  صورت    یبه 

 ه یته Agri-Food and Agriculture Canadaخشک از موسسه 

 .  شد
 

 آن  نسبی کمیت تعیین  ویروس و  ردیابی
RNA    کل از گیاهانM،  V، MV وC   های زمانی نقطه در  

از    31و    25،  19 پس   dpi-  days post) زنیمایهروز 

inoculation  ) دستورالعمل کیت  با استفاده از  RNeasy Mini 

Kit  (استخراج شدشرکت کیاژن، آلمان )میلی    100. تقریباً  ند

و    به خوبی سابیده شدههای برگ در نیتروژن مایع  گرم از بافت

 DNase I  محصولکل استفاده شدند. از    RNAبرای استخراج  

، طبق  DNAای  هبرای حذف آلودگی)شرکت آمبیون، آمریکا(  

خالص شده برای   RNAهای سازنده استفاده شد. از  دستورالعمل 

آنزیم     cDNAسنتز   کیاژن،  )  iScript cDNA  توسط  شرکت 

برای   ، (2  جدول)  اختصاصی( استفاده شد. جفت آغازگر  آلمان

آزمایش  ویروس در نمونه  مقدار تجمعتعیین  شناسایی و   های 

آزمایش،   برای هر  در  الگو    cDNAمیکرولیتر    دواستفاده شد. 

  SsoFastGreenمیکرولیتر از بافرسوپرمیکس    10واکنشی شامل  

-TBSV-Gralو    TBSV-Gral-Rمیکرولیتر از آغازگرهای    6/0و  

F    استفاده شد. برنامهPCR    :به مدت    سلسیوس  درجه  95شامل

به دنبال    ،(Initial denaturation  سازی اولیه)واسرشت  قهیدق  10

  ه یثان  20به مدت    درجه سلسیوس  95  یچرخه در دما  40آن  

 30به مدت    سلسیوس  درجه  56،(Denaturing سازی  )واسرشت 

)بسط و   هیثان  30به مدت    سلسیوسدرجه    ۷2  و(  اتصال)  هیثان

 سلسیوس درجه    ۷2چرخه    ت ینها  در( و  Extensionگسترش  

. سطح  بود(   Final Extensionیی )بسط نها  قهیبه مدت پنج دق

استاندارد    روسیو  RNA  انیب منحنی  یک  ترسیم    و با 

های مخلوط شده اندازه گیری cDNAسری از  های  سازیرقیق 

 UBI3((Accession   مرجع   ژن   برای هر نمونه نسبت به  و  شد

No. X58253  برای محاسبه تجمع نرمال شد.    نسبی ویروس ، 

نمونه هر  روش،  برای  شد.    𝐶𝑡∆∆−2  از  هر  استفاده  از  گیاه  سه 

تیمار که شامل هشت تکرار بود به صورت تصادفی انتخاب شد  

تایم در نظر و از هر تکرار نیز، سه تکرار تکنیکال در آزمون ریل 

شد.   ازگرفته  استفاده  با  زمان  سه  در  آماری   آزمون   آنالیز 

وا و آزمون تعقیبی بنفرونی با استفاده از نرم  گیری مکرر آناندازه

انجام شد.  SPSSافزار 
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واکنش شدت   بررسی  ارزیابی  و  ویروس  به  تیمارها  فنوتیپی 
 بیماری

کشت  بعد از    سوم از هفته    ، زنی شدهعلائم در گیاهان مایه

  25،  19سه بازه زمانی  در  شده    گردید. علائم مشاهدهمشاهده  

شد   dpi  31و و ارزیابی  مقیاس  دهی  نمره  ه  از  استفاده  با 

با   Friedmann et al. (1998)ذیل اصلاحات    همراه  برخی 

 (.  1)جدول شد انجام پیشنهادی

  plant disease severity ( PDSشاخص شدت بیماری گیاه ) 

ویروس به  تیمار  هر  پاسخ  قبلیها  در  مقالات  محاسبه   مطابق 

=    PDS(. به طور خلاصه،  Arunachalam et al. 2002)  ند شد

)تعداد    / عددی  امتیاز  آلودهمجموع  ×    گیاهان  شده  مشاهده 

  .100حداکثر درجه بیماری( × 

𝑃𝐷𝑆 = 100[
0𝑎 + 1𝑏 + 2𝑐 + 3𝑑 + 4𝑒

4(𝑎 + 𝑏 + 𝑐 + 𝑑 + 𝑒)
] 

 

آن   در  گ  eو    a  ،b  ،c  ،dکه  از   کیهر  یازابه  اهانیتعداد 

 .  باشدیم ازاتیامت

تیمارها  آماری    بررسی  نیهمچن در  بیماری  توسط  شدت 

با  ( P <0.001 اندازه گیری مکرر آنوا و آزمون تعقیبی بنفرونی )

 . انجام شد SPSSاستفاده از نرم افزار 

 

 ی.فرنگگوجه   بوته  یکوتولگ  یماریب  به  یآلودگ  علائم  دهی  نمره. 1جدول 

Table 1. Grading of tomato bushy stunt virus symptoms. 

Grade Symptoms 
0 No symptoms 

1 Leaf mild mosaic 
2 Leaf mosaic and Cupped leaf   
3 Yellowing and Cupped leaf 
4 Yellowing, Cupped leaf and Stunted plants 

  MYB33و  AGO2های بیان ژنبررسی 

  AGO2های  بیان ژن میزان  ،  RT- qPCR  تکنیک  با استفاده از

 dpi 31و    25،  19در    تیمارهای مختلفهای  برگ  در  MYB33و  

گرفت قرار  بررسی  آزمایش  مورد   .RT-qPCR    از استفاده  با 

cDNA  ژن این  برای  آن  اختصاصی  آغازگرهای  و  ها  تهیه شده 

  فوق  هایژن   یمورد استفاده برا  ی(. آغازگرها2انجام شد )جدول  

 Rozen et).د  شدن  ی( طراحPrimer 3)  3مرپرای  افزارنرم   توسط

al. 2000) 

منحنی   هایاکروآران یم  هدف  یهاژن   انیب یک  ترسیم  با 

ها برای استاندارد برای هر ژن اندازه گیری شد. سطح بیان این ژن

نرمال شد.     UBI3) ) Ubiquitin3  هر نمونه نسبت به ژن مرجع

آنالیز   و  با  آماری  محاسبه  زمان  سه  در  ژن  بیان  نسبی  مقدار 

از   بنفرونی گیری اندازهاستفاده  تعقیبی  آزمون  و  آنوا  مکرر  های 

 .  انجام شد

 . تحقیق این در مورد استفاده آغازگرهای مشخصات. 2جدول 

Table 2. Specifications of primers used in this research. 

Gene Primer Sequence (5' to 3') Reference 

  TBSV-GRAL F: 5' TTTGGTAGGTTGTGGAGTGC 3' 
R: 5' AAGGGTAAGGATGGTGAGGA 3' 

Harris et al., 2006 

   MYB33 F: 5' CCTCTTCTTCAGAGCCCTCAT 3' 

R: 5' CAAGAGAAGGAAGAGGGGAAG 3' 

In this research 

   AGO2 F: 5' CTCCTTCACCATTCCCACAC3' 

R: 5' CCCCCAAAGCAGATAAAACA 3' 

In this research 

   UBI3 F: 5' TCCATCTCGTGCTCCGTCT 3' 

R: 5' GAACCTTTCCAGTGTCATCAACC 3' 

Song et al., 2015 

 

کاشت    هشتاد  ،اهانیگ  ینیزم  یرو  یهاقسمت  تودهزیستارزیابی  از  بعد  روز 
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وزن تر و خشک   یریاندازه گ  و(  ومسیتوده )بستیز  یابیارز  یبرا

)آزمون   یآمارنظر    از  حاصل  ی هاداده  ت یبرداشت شد و در نها

  نیا  یبراقرار گرفتند.    ی( مورد بررسP < 0. 05  یبونفرون  -آنووا

  شدند   قطع  طوقه  ی بالا  از  متریسانت   سه  اهانیگ  یهااندام  منظور،

.  شدند  وزنبا حساسیت یک صدم گرم    ترازو  توسط  بلافاصله  و

  اهانیگ ی حاو ی هاپاکت خشک، وزن نییتع منظور به  آن از بعد

در آون قرار    گرادیسانتدرجه    60  یمدت سه شبانه روز در دما  به

  با   انی پا  درشود و  ریبه طور کامل تبخ  اهانیداده شدند تا آب گ

 یریگاندازه  ها آن( وزن  01/0)دقت    تال یجید  یاستفاده از ترازو

 . شد

 

  نتایج

 گیاهان  در ردیابی مولکولی ویروس و علائم ظاهری

رد  مرازیپل  یارهیزنج  واکنش  جینتا   یمولکول  یابیجهت 

TBSV  داد    نشان  روسیو  با  اهانیگ  حی تلق  از  بعد  نوزدهم  روز  در

جفت   590  اندازه به  یاقطعه  Vو    MV  یمارهایت  اهانی گ  درکه  

 (.1)شکل استشده  ریتکثباز از ژنوم 

پس از  روز    31و    25،  19  های زمانی بازهدر  از لحاظ فنوتیپی  

ویروس،مایه با  گیاهان  گیاهان    زنی  به  علائم    Vدر  شدیدتری 

و کوتولگی   زردی  به  صورت   گیاهان  در  موزائیک  علائم نسبت 

MV    به شرح جدول و  امت  3مشاهده  هیچ  شد.    ی ازده یثبت و 

نشد  ظاهری علائم گیاهان گروه کنترل مشاهده  بیماری در    از 

 . (2)شکل 

  ( و بررسی آماری آن4بیماری )جدول  شدت  شاخص  نتایج

های زمانی  در بازه  یماریب  شدت  ،MV  یاهاندر گ  داد  نیز نشان

 (.  3شکل)بود   Vکمتر از گیاهان  داریمعنی طور مختلف به

 
 TBSVگیاهان آلوده به    با ویروس.  اهانیگزنی  مایهپس از  19در روز    TBSVیهابا آغازگر   مرازیپل  یاره یواکنش زنج  محصولالکتروفورز  .  1شکل  

(V)،  زنی شده با ویروس  گیاهان مایکوریزایی مایهTBSV  MV))  یمنف  کنترل  و(C).    از مارکرDNA100bp   .استفاده شده است 

Figure 1. Electrophoresis of Polymerase chain reaction product with TBSV primers 19 days after inoculation of plants 

with virus. plants infected with TBSV (V), mycorrhizal plant infected with TBSV (MV) and negative control (C). 100bp 

DNA ladder was used. 
 

 
 
پس    31در روز  (C) گیاه شاهد    و  TBSV  (MV)زنی شده با ویروس  گیاهان مایکوریزایی مایه  ،TBSV (V)آلوده به    اهیگعلائم ظاهری در  .  2شکل  

 . زنی ویروساز مایه 

Figure 2. Disease symptoms in plants infected with TBSV (V), mycorrhizal plants infected with TBSV (MV) and control 

plants (C) on the 31st day after inoculation. 
  های زمانی بازه   در  TBSV (MV)زنی شده با ویروس  گیاهان مایکوریزایی مایه و    TBSV (V)آلوده به  گیاهان  در    یعلائم ظاهر امتیازدهی  .  3جدول  

MV V C 
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   . (dpi)ویروس  یزن  هیروز پس از ما  31و    25،  19

Table 3. Scoring of  disease symptoms in plants infected with TBSV (V) and mycorrhizal plants infected with TBSV 

(MV) at 19, 25 and 31 days after virus inoculation (dpi) .  

                            dpi 
Treatment            

19 25 31 

V        2 , 3 2 , 3 , 4 3 , 4 

MV      2 2 , 1 1 

The scoring system of Friedmann et al. (1998): score 1 for leaf mild mosaic, score 2 for leaf severe mosaic and cupped leaf, score 3 

for Yellowing, Cupped leaf, and score 4 for Yellowing, Cupped leaf and Stunted plants. 
 

 .(dpi)زنی ویروسروز پس از مایه  31و   25،  19های زمانی  در بازه   Vو    MVیمارهای  ت  در یماریشدت ب  شاخصمیزان    . 4 جدول

Table 4. Disease severity index in MV and V treatments at three time points 19, 25 and 31 after inoculation with virus 

(dpi) .  

                            dpi 
Treatment            

19 25 31 

V        50% 75% 82% 
MV      38% 32% 25% 

 

 

و گیاهان مایکوریزایی    TBSV  (V)، گیاهان آلوده به   (MV)زنی شده با ویروس ، گیاهان مایکوریزایی مایه(C)شاهد  گیاهان    در  یماریشدت ب.  3شکل  

(M)    زنی ویروسروز پس از مایه  31و    25،  19در(dpi).  در سه زمان مختلف توسط ستاره نشان داده    تیمارها  شدت بیماری  نیدارب  یتفاوت معن

 . (p <0. 001) )  بنفرونی  یبیتعق  ونو آزم  آنوامکرر    یریاندازه گ  شده است )

Figure 3. Disease severity of TBSV in control plants (C), plants infected with TBSV (V), mycorrhizal plants (M) and 

mycorrhizal plants infected with TBSV (MV) at three stages of infection in 19, 25 and 31 days after inoculation virus 

(dpi) using RT-qPCR.  Significant differences between viral RNA accumulations for each treatment at three different 

times are indicated by (*) using repeated-measures ANOVA and Benferroni's post hoc test (p < 0.001)) . 
 

 روسیو تجمعمیزان  بر زایکوریما اثر

 -RT  با استفاده از میزان تجمع ویروس در تیمارهامقایسه  

qPCR  گ که  داد  گ  MV  اهانینشان  به    سطح ،  Vاهانینسبت 

  روز   19  روسیوتجمع    زانیم  ویروس را دارند.  غلظت پایینتری از

  سهیدر مقا  روس یآلوده به و  ییزایکوریما اهانیدر گ  حیتلق  از   پس

  کاهش  نی. اافتی  کاهش  زایکوریفاقد ما   روسیآلوده به و  اهانیبا گ

  ییزایکوریما  اهانیدر گتر  ظاهری خفیف   علائمبا    ی روسیغلظت و

در روز    MV  اهانیدر گ  روسیو تجمع    زانیم  نیهمراه بود. همچن

  ن یا  درآن    زانیم  نیکمتر  هم  31و در روز    افتی   کاهش  ام  25

   .مشاهده شد  اهانیگ

نشان داد که    نیز   RT- qPCRی هاداده  یآمار  یبررس  جینتا

  زمانی   بازه  سه  هر   در  روسیوغلظت نسبی    زانیم  MV  ماریدر ت
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معن سطح  ت  یداریدر  از  بینبود  V  یمارهایکمتر  همچنین   .  

در  دار  تفاوت معنی  MVو   Vهای  ماری تدر    میزان تجمع ویروس

در تیمار   بدین صورت که غلظت ویروس  شد   مشاهده  طی زمان

V  افزایش ولی در تیمار  دار  با گذشت زمان به طور معنیMV  

 ی قارچ مایکوریزستیو نشان داد که همز  شاهد کاهش آن بودیم

R. irregulare   کاهش باعث    زماندر طول  فرنگی  با گیاه گوجه  

 (.  4( )شکل p <0. 001) شودیم  TBSVویروس  غلظت

 

 

زنی  گیاهان مایکوریزایی مایه و TBSV  (V) آلوده به اهانیگ ،(M) ییزایکور ی ما اهانیگ (،Cشاهد )گیاهان در  ویروس تجمع نسبی زانی م.  4شکل  

  ی داریتفاوت معن    . RT- qPCRبا استفاده از   (dpi)زنی ویروس  روز پس از مایه  31و    25،  19 :در سه مرحله از عفونت  TBSV  (MV)شده با ویروس  

 بنفرونی  یبیتعق  ونو آزم  آنوامکرر    یر یاندازه گ)   ستاره نشان داده شده است  در سه زمان مختلف توسط  تیمارهر    یبرا   یروسیو  RNAتجمع    نیب

(p <0. 001) .) 
Figure  4.Virus accumulation rate in control plants (C), plants infected with TBSV (V), mycorrhizal plants (M) and 

mycorrhizal plants infected with TBSV (MV) at three stages of infection in 19, 25 and 31 days after inoculation virus 

(dpi) using RT-qPCR.  Significant differences between viral RNA accumulations for each treatment at three different 

times are indicated by (*) using repeated-measures ANOVA and Benferroni's post hoc test (p < 0.001)) . 

 

ژن یب  زانیم  یزیکوریما  اهانیگ  در  MYB33  و   AGO2یهاان 
 TBSV به آلوده

  ه یروز بعد از ما  31و    25  ،19  یهازمان  در  RT- qPCR  جینتا

   AGO2یهاژن   انیب  زانیم  دارمعنیکاهش    روس،یبا و  گیاه یزن

به گ  V  اهانیدر گ  MYB33  و .  داد  نشان  را   MV  اهانینسبت 

ها  ژن   انیب  زانیم  نیب  دارمعنی  تفاوتبا گذشت زمان    نیهمچن

 یهاژن  انیصورت که ب  ن یبد  شد   مشاهده  MV  و  Vیهاماریت  در

AGO2 و  MYB33  یمارهایت  در  V    معنی  کاهشبا گذشت زمان-

  های ژن  انیبدار  معنی  افزایششاهد    MV  ی مارهایدر ت  یلو  دار

   (. 5 شکل) م یبود فوق 
 

 توده  ستیز زانیم

بخش  و خشک  تر  وزن  که  مشخص شد  آزمایش  پایان  در 

-معنیبه طور  نسبت به تیمارهای دیگر  V تیماردر  های زمینی  

و  افتیکاهش    ارید است  تیمار    اهانی گه  توده ستیز  MVدر 

 . (5)جدول  داشتندVتیمارنسبت به  یشتریب
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آلوده    اهانیگ  ،(M)  ییزایکوریما  اهانی (، گCشاهد )  اهانیدر گ  RT- qPCR  با استفاده ازAGO2 و MYB33 های ژن  ان یبتحلیل   و تجزیه. 5شکل 

زنی ویروس  روز پس از مایه  31و    25،  19 در در سه مرحله از عفونت  TBSV (MV)زنی شده با ویروس  گیاهان مایکوریزایی مایه و  TBSV   (V)به

(dpi.)  ی بیتعق  ونو آزم  آنوامکرر    یریگ)اندازه   در سه زمان مختلف توسط ستاره نشان داده شده است  ماریهر ت  یبرا  هاژن  انیب  نیب  یدار یتفاوت معن

   . ((p <0. 001)بنفرونی  

Figure 5. Expression analysis of MYB33 and AGO2 genes using RT-qPCR in control plants (C), mycorrhizal plants (M), 

plants infected with TBSV (v) and mycorrhizal plants infected with TBSV (MV) in three stages of infection in 19, 25 and 

31 days after virus inoculation (dpi). Significant differences between the expression of genes for each treatment at three 

different times are indicated by (*) using repeated measure ANOVA and Benferroni's post hoc test (p < 0.001)) .   

 

زنی شده با  گیاهان مایکوریزایی مایه و    TBSV  (V)آلوده به    اهانیگ،  (M)  ییزایکوری ما  اهانیگ،  (Cشاهد )  اهانیدر گ  زیست توده وزن.  5جدول  

است )اندازه    بین تیمارها  وزن تر و خشکدار  یآن حروف مختلف است نشان دهنده تفاوت معن  یهر ستون که روبرو  ری. مقادTBSV  (MV)ویروس  

   (.(P <0.05)بنفرونی    یبیو آزمون تعق  آنوامکرر    یریگ

Table 5. Biomass weight in control plants (C), mycorrhizal plants (M), TBSV-infected plants (V) and TBSV-infected 

mycorrhizal plants (MV). Values in each column with different letters in front of them indicate significant differences in 

fresh and dry weight between treatments according to ANOVA-Bonferroni post hoc-test (p < 0.05) . 

Treatment 

 

 Fresh Weight (g) 

*M ± SD 

Dry Weight (g) 

M ± SD 
V               5.9 ± 0.4 a 1.1 ± 0.2 a 

MV 

C 

 7.4 ± 0.34 c 

8.2 ± 0.4 b 

                2 ± 0.3 c 

                3.1 ± 0.3 b 

M  8.5 ± 0.5 b 3.3 ± 0.4 b 

*M ± SD = Mean ± Std. Deviation 
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 بحث

کلی  ب طور  گ  زیکوریما   یهاقارچه  برابر   را  اهانیتحمل  در 

بیماری  ی ستیز  یهاتنش مختلف  و  مهای  د  نبخشیبهبود 
(Gernns et al. 2001; Hildebrandt et al. 2007; Pozo & 

Azcón-Aguilar 2007; Pozo et al. 2010)  .)  ی هاگزارشولی  

ب زیکوریما  یهاقارچهمزیستی    ریتأث  درباره  یکم   ی هایماریبر 

ی بررسمنظور  حاضر به    قیتحقدر  .  وجود دارد  ی در گیاهانروسیو

کوتولگی بوته انبوهی در گیاهان    یآلودگ اثر مایکوریزا بر میزان

دو    انیب  راتییتغبه بررسی    این قارچ،با    ستیهمزفرنگی  گوجه 

  ی روزها. در  پرداخته شد  اهانیگاین  در  AGO2 و  MYB33ژن  

 سهیدر مقا  V  اهانیدر گ  یدتری علائم شد  ،روسیو   یزنهیبعد از ما

ا  ، MVاهانیگ  با  شد.    اهان ی گ  دهد یمنشان    نیمشاهده 

عفونت    ه،شد  یزیکوریام   یفرنگوجه گ برابر  تر  مقاوم  TBSVدر 

نیز   Vو    MV  های مقایسه زیست توده گیاهان بین تیمارشدند.  

داری بطور معنی  Vنسبت به    MVتوده تیمارنشان داد که زیست 

در طی فاصله های    -qPCR  RT جینتا  ، نیعلاوه بر ابیشتر است. 

در    V  اهانیدر گ  TBSV  غلظتاز    یسطح بالاترزمانی مختلف،  

گ  سهیمقا بنابرا  MV  اهانیبا  داد.  قارچ    یستیهمز  نینشان 

  اه یگ  غلظت ویروس در  ی، فرنگ  گوجه  با   R. irregulareمایکوریز  

در    که  دادند   نشان   یقیتحق  دردهد. به طور مشابه،  یمرا کاهش  

با    زهیکلن  یفرنگگوجه   اهانیگ تجمع   F. mosseaeشده 

TYLCSV  م همچنMaffei et al. 2014)  ابدی یکاهش   نی(. 

Aseel et al. (2019)  آزما که    یاگلخانه  شیدر  دادند  نشان 

گکردنی  زیکوریام و  را  اهانی،  برابر   کیموزائ  روسیدر 

در    یتوجهمنجر به کاهش قابل  و   کند یم   محافظت   ی فرنگگوجه 

و تجمع  اشودیم  یروسیسطح  با  از   وجود  نی.  بالاتری  غلظت 

    قارچدر گیاهان همزیست با    یفرنگگوجه  یالکه  یپژمردگ  روسیو

(syn: Piriformospora indica  )Serendipita indica   وجود

 ی گرید  قاتیتحق  در  طور  نیهم(.  Miozzi et al. 2011)  دارد

  ی فرنگدر گوجه  روسیاز تجمع و  یشد که سطح بالاتر  مشخص

به  زشدهیکوریما  دارد   وجود Pepino mosaic virus آلوده 

(Fakhro et al. 2010ا   اثر  که  دهد  نشان  است  ممکن  نی(. 

  خاص   تعامل  به  یبستگ  روسی و  کنترل  در  اه یگ  کردن  زیکوریما

،  روسیو  نیب  رابطهدارد.    زیکوریما  قارچو    روس یو ،زبانیم  اه یگ

وجه  ستمیس  کی  زیکوریما  قارچو    اهیگ عوامل    واست    یچند 

ش  نوعمانند    مختلفی وضعیروسیو  مارگریب  یزندگ   وهیو    تی، 

مثبت    ا ی  یمنف  جهیرا به سمت نت  آنو زمان تعامل،    اه یگ  یرشد

 (.Miozzi et al. 2011)  دهدیم سوق 
  مختلف   ی هادر زماننیز    MYB33ژن    یبرا  RT-qPCR  جینتا

افزا  یحاک تیمار  ان یب  داریمعنی  ش یاز  در  به    MV  آن  نسبت 

پروتئ  مطالعات  بود.V تیمار   که  است  داده  نشان    نیمختلف 

MYB33 وجود دارد   اناهیمختلف گ یهاطور گسترده در بافتبه

  ند کینقش م   یفایا  رشدونمو گیاه و همینطور مقاومت آن  و در

(Li et al. 2016.) 

صورت اتفاق   نیهم به هم  AGO2موضوع در مورد ژن    نیا

نسبت   MVماریژن در ت  نیا  انیب  شیاز افزا  ی حاک  جیافتاد و نتا 

ت جمله    یهانیپروتئ  .بود V ماریبه  از    در  نیز  AGO2آرگونات 

 مختلف  یهاروسیو  برابر  در  مقاومت   و  اهیگ  یدفاعهای    پاسخ

به  از آنجا که هر دو این ژن(.  Xia et al. 2016)  دارند  نقش ها 

  فرنگی به عوامل ویروسی نقش دارند، نوعی در مقاومت گیاه گوجه

نسبت به گیاهان    MVها در گیاهان  داری بیان آنمعنی  افزایش

V    مایکوریزا باعث افزایش مقاومت گیاه    دهد که احتمال را میاین

ها  داری بیان این ژن همچنین افزایش معنی   به ویروس شده است.

ممکن است به این علت باشد که  در سه بازه زمانی  MV در تیمار  

باعث افزایش  لی در هنگام حمله ویروس  بنا به دلای  اقارچ مایکوریز

ژنبیان   دو  بیشتر   این  تجزیه  باعث  بیان  افزایش  این  و  شده 

آلودگی   در  چون  و  است  شده  آن  به  مقاومت  ایجاد  و  ویروس 

های بیشتری در   MYB33  و  AGO2 ویروس در گیاه مایکوریزی،  

ها  کار تجزیه ویروس بودند لذا سلول میزان بیشتری از این ژن

های طبیعی دیگر در آن بصورت نرمال انجام  تولید کرده تا پروسه

 شوند.

ب تها  ژن  نیا  انیکاهش  زمانی    V  ماریدر  بازه  سه    ز یندر 

  ی دفاع   ستمیبر س  روسیو  شتری و غلبه ب  ریتکث  ل یاحتمالا به دل

یک   ولیکناست    زبانیم  اهیگ از  بیش  که  داده  نشان  مطالعات 

تواند یک ژن را فعال یا غیرفعال نماید و یا یک محرک  محرک می

های مختلف داشته باشد  تواند اثرات متفاوتی روی ژنخاص می

(Nath et al. 2006به ژن(.  بیان  مثال  توسط میها  عنوان  تواند 

 Naqvi et)  مورد هدف قرار گرفته و تنظیم گردد  ها یاکروآران یم

al. 2010   ).  چه مشخص است این است که کاهش  بنابراین آن

ژن معنی این  بیان  تحقیقات داری  نیازمند  ویروس  تیمار  در  ها 

 بیشتر است. 

از  که    دهد یم  نشان   قیتحق  ن یا  جینتا   ی هاقارچاستفاده 

تحر  زیکوریما عنوان  سک یبه  است   یدفاع   ستمیکننده  ممکن 

برابر    اهیدفاع گ  یبرا  خوبیروش   ویروسی کوتولگی    یماریبدر 

ها  آن  میبتوان  ندهیدر آ  د یشا  و  د باشفرنگی  بوته انبوهی در گوجه 

راهکار عنوان  به  کشاورز  یماریب  نیا  تی ریمد  یبرا  یرا   ی در 

می.  میینما  یمعرف این  بر  پایهعلاوه  اطلاعات  جهت تواند  ای 

ژن صحیح  کاربرد  و  گیاهان  انتخاب  تولید  در  مقاومت  های 
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بیماری به  انجام  مایکوریزمقاوم  نماید.  فراهم  ویروسی  های 

گوجه گیاه  مقاومت  ارزیابی  جهت  گسترده  فرنگی  آزمایشات 

و تحت ها در شرایط مزرعه  همزیست با مایکوریز به این ویروس

 باشد.  عملیات کشاورزی ضروری می

 سپاسگزاری

و   تشکر  پژوهش حاضر  از  زنجان جهت حمایت  دانشگاه  از 

 شود. قدردانی می
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