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  شناسي  با استفاده از خصوصيات ريخت Meloidogyne javanicaشناسايي گونه

  سنجي و آغازگرهاي اختصاصي گونه در استان کرمان و ريخت
  

 
 

۱ و عليرضا اخوان۳، عصمت مهديخاني مقدم۲، مجيد اولياء۱نبي، بهرام شريف*۱هما عسکريان
   

  )۲۸/۱۰/۱۳۸۷: تاريخ پذيرش ؛  ۲۹/۴/۱۳۸۷: تاريخ دريافت(

 
  چكيده

 نمونـه خـاک و   ۱۰۰ که در ايران از نظر پراکندگي و فراواني در درجه اول اهميـت قـرار دارد،   M. javanicaمنظور شناسايي سريع گونه  به

  پـس از   .  گرديـد  آوري  جمـع ) رفـسنجان (کاري اسـتان کرمـان و مـزارع داوران         مولد غده ريشه از نقاط مختلف پسته       نماتودريشه آلوده به    

 ژنومي DNAهاي بالغ و لارو سن دوم، سنجي ماده شناسي و ريخت  بر اساس خصوصيات ريختM. javanicaسازي و شناسايي گونه خالص

 اسـتخراج شـده بـا کمـک جفـت آغازگرهـاي             DNA. ، استخراج شـد   نماتودهاي بالغ   ها از مرحله تخم، لارو سن دوم و ماده        کليه جمعيت 

ي بـاز  جفـت  ۶۷۰ يک قطعـه  M. javanicaهاي گونه در کليه جمعيت.  تکثير شدMjavf / Mjavr و / OPARjav OPAFjavاختصاصي گونه

 تکثير شد، اين قطعـات در  Mjavf / Mjavrي توسط جفت آغازگرباز جفت ۱۶۰۰ و يک قطعه / OPARjav OPAFjavتوسط جفت آغازگر 

رسد کـاربرد ايـن   نظر مي لذا به. ش گنجانده شده بودند تکثير نشدعنوان کنترل منفي در آزماي  و آب که بهM. incognita ،M. arenariaگونه 

  . منجر شودM. javanicaتر گونه شناسي به تشخيص سريع جفت آغازگرها در قياس با خصوصيات ريخت

  

  سنجي شناسي، ريخت ريخت، آغازگرهاي اختصاصي گونه، Meloidogyne javanicaنماتود مولد غده ريشه،  :  كليدي هاي واژه

  

  

  مقدمه

 بيش انگل اجباري) .Meloidogyne spp( مولد غده ريشه نماتود

 گونه گيـاهي از محـصولات زراعـي، بـاغي، صـيفي و         ۲۰۰۰از  

هـاي انگـل    نماتودتـرين گـروه       هاي هرز و يکي از بـزرگ      علف

 گونه آن تا کنـون  ۸۰باشد که بيش از گياهي از نظر اقتصادي مي 

 تعداد  ، دامنه ميزباني وسيع   ،انتشار گسترده . شرح داده شده است   

 با ديگر عوامـل  کنش برهمزايي و  توانايي زياد بيماري،زياد گونه 

هاي گياهي مؤثر   زاي گياهي، آنها را در رديف بالاي انگل       بيماري

هـاي    گونـه ). ۱۴  و ۱۳(در زنجيره غذايي جهاني قرار داده است        

M. incognita ،M. javanica،M. arenaria و M. hapla از 

 جغرافيايي  پهناورلحاظ اقتصادي بسيار مهم هستند و در گستره         

اين چهار گونه    .هستند يقرار گرفته و داراي دامنه ميزباني وسيع      

هاي    شده در خاك   ديدههاي مولد غده ريشه     نماتود درصد از    ۹۵

   درصـــد۹۰دهنـــد و بـــيش از  كـــشاورزي را تـــشكيل مـــي
  

  شناسی گياهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه صنعتی اصفهان، دانشيار و کارشناس ارشد بيماری به ترتيب دانشجوی سابق کارشناسی ارشد.۱

  شناسی گياهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهرکرد ستاديار بيماری ا.۲

  شناسی گياهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد ستاديار بيماری ا.۳

  homaaskarian@yahoo.com: مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي : *
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۲۸۰  

 مولد غده ريشه    نماتودخسارت وارده به گياهان در جهان در اثر         

  ).۱۵(مربوط به اين چهار گونه عمده است 

ها و نژادهـاي      ها بستگي به شناسايي دقيق گونه     نماتودكنترل     

ها قبـل از    نماتودجمعيت  آنها دارد و در بسياري از موارد تعيين         

هـاي  نماتودعلاوه بر اين، شناسايي     . كاشت امري ضروري است   

اي و    انگل گياهي در سطح گونه و نژاد بـراي خـدمات قرنطينـه            

 مولـد   نمـاتود هاي    شناسايي گونه . اي امري اساسي است     مشاوره

شناســي، آزمــون غــده ريــشه بــر اســاس خــصوصيات ريخــت

ــان ــور ميزب ــي، الكتروف ــزوزايمهــاي افتراق ــا و اســتفاده از ز آي ه

ــشانگر هــاي شــاخص). ۲۱  و۱۷(باشــد هــاي مولكــولي مــي ن

عنوان يك پشتيبان عمده و حـامي اصـلي           شناسي هنوز به   ريخت

هـاي مولـد غـده      نماتودشناسـايي   . هستندها  نماتودشناسايي در   

گير و نيازمند مهارت  شناسي، مشكل، وقتريشه به روش ريخت   

هـاي  نماتودناسايي مراحل قبـل از بلـوغ        ش. استو توانايي زياد    

شان بـسيار مـشكل اسـت ولـي           علت اندازه كوچك    مولد غده به  

باشد زيرا اين مرحلـه از        تشخيص و شناسايي آنها بسيار مهم مي      

   امـا شناسـايي     ،كننده گياهـان اسـت    ، مرحله آلوده  نماتودزندگي  

سـنجي  شناسـي و ريخـت    گونه بر اسـاس خـصوصيات ريخـت       

ــه  لارو ــا ب ــي ه ــست و م ــايي ممكــن ني ــد خــصوصيات تنه باي

سنجي افراد نر و ماده نيز در نظر گرفتـه          شناسي و ريخت   ريخت

  ).۱۸ و ۱۳، ۱۱(شود 

  هــاي افتراقــي تنهــا يــك ســري مشخــصات آزمــون ميزبــان   

  دهـد و بـدون        ارائـه مـي    نمـاتود هـاي     اوليه براي شناسايي گونه   

ــد   لي شناســي، ســرولوژيكي و مولكــو مشخــصات ريخــتتأيي

ــه     ــار گون ــا چه ــست و تنه ــان ني ــل اطمين   ، M. incognitaقاب

M. hapla ،M. arenaria و M. javanicaيك ـم تفك ــ را از ه ـ

ند گونـه قابـل   ـب از چ ـ  ـهـاي مرك ـ    يتـد و بـراي جمع ـ    ـكن  مي

 ).۶ (ستاجرا

هـا در     هـاي محلـول و آنـزيم        مطالعات بيوشيميايي پـروتئين      

ملـي بـراي تفكيـك      هـاي ع    هاي اخير موجب شد تـا روش      سال

 ).۸( ابـداع گـردد   Meloidogyneهـاي جـنس    تعدادي از گونه

شناسـي  ها نسبت بـه نـشانگرهاي ريخـت         ها و پروتئين    آيزوزايم

هـا    ها محصولات مستقيم ژن    مزاياي بيشتري دارند، زيرا پروتئين    

هاي روابط آللي و      بوده و بنابراين مطالعه آنها خارج از پيچيدگي       

هـا   در مورد آيـزوزايم . ها روي يكديگر است  گي ژن  پوشانند آثار

تواند مورد استفاده قرار گيرد       آميزي متعددي مي    هاي رنگ سيستم

هـاي   هـاي ژنتيكـي كـد كننـده آنـزيم           توان لوكـوس    بنابراين مي 

هاي متابوليكي را مقايـسه كـرد و ايـن مزيتـي            بسياري از چرخه  

اي   يكي درون گونـه   دهد تا اختلافات ژنت     است كه به ما اجازه مي     

از معايب تجزيه وتحليل آيزوزايمـي      . را مورد مطالعه قرار دهيم    

هاي مولكولي نياز به مقادير نسبتاً فراوانـي از           در مقايسه با روش   

. موجود زنده است تا آنزيم كافي براي رديابي، اسـتخراج گـردد           

 شرايط محيطـي و نيـز       تأثيرگير بوده و       اين روش وقت   چنين  هم

 از  نمـاتود تخاب مرحلـه خاصـي از چرخـه زنـدگي           ضرورت ان 

  ).۸  و۷(معايب ديگر اين روش است 

 مولـد غـده   نمـاتود از آنجايي كه شناسايي گونه و نژادهـاي            

گيـر بـوده در       شناسي و آيزوزايمـي وقـت     ريشه از طريق ريخت   

هاي اخير استفاده از مشخصات مولكولي و تجزيه و تحليـل            دهه

DNA     در حـال افـزايش      نمـاتود هـاي   اد در تشخيص گونه و نژ 

هايي كه در اين زمينه صورت گرفته، باعث شـده            پيشرفت, است

هاي اختصاصي، سريع و مناسـب        عنوان روش   ها به   كه اين روش  

 در  .)۲۱ (شـوند هاي انگل گيـاهي اسـتفاده       نماتوددر تشخيص   

 ميتوكندريايي  DNA كروموزومي،   DNA مولد غده ريشه     نماتود

هاي موجود در تعـداد نـسخه         علت تفاوت    ريبوزومي به  DNAو

عنـوان    هـا، بـه     در سلول، سرعت تكامل سلولي و موقعيت توالي       

شوند   كار برده مي    ها به نماتودابزاري براي شناسايي مولكولي اين      

)۱۵ .(  

 كه  ۱۱۰۸وC2F3کارگيري جفت آغازگر     ه با ب  ۱۹۹۳در سال      

 Cytochrome(بر اساس توالي ژن كد كننده سيتوكروم اكسيداز 

oxidase (  هاي مولد غده ريشه طراحي شده بود، پـنج           نماتوددر

 و M. javanica،M. chitwoodi، M. arenaria،M. haplaگونـه  

M. incognita   در ايـران نيـز در   ). ۱۹(از يکديگر متمايز شـدند

 ۱۱۰۸و   C2F3 با استفاده از آغازگرهـاي اختـصاصي       ۱۳۸۵سال  

از  M. incognita و M. javanicaهاي مختلف دو گونه  جمعيت
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  ...شناسي با استفاده از خصوصيات ريخت Meloidogyne javanica شناسايي گونه 

۲۸۱  

  ). ۱(يکديگر تفکيک شدند 

 DNAهـايي مـشخص از         براي تعيين ترادف   ۲۰۰۰در سال      

هاي  هر گونه و توليد آغازگرهاي اختصاصي براي شناسايي گونه   

M. incognita ،M. javanica و M. arenaria از نشانگر PCR-

RAPD  نوكلئوتيدي، ۱۰ جفت آغازگر    ۱۲با  .  استفاده شد  DNA 

از . هاي مختلف اين سه گونه مورد بررسي قرار گرفـت         جمعيت

 OPA-12، OPB-06سه جفت آغازگر  جفت آغازگر،۱۲بين اين 

 M. arenaria ،M. incognitaهـاي   ترتيب به گونه به OPB-01و

اختصاص داشته و آنها را به خـوبي شناسـايي و    M. javanicaو

زگرهـا در مـورد     توليدات تكثيـري ايـن آغا     . تفكيك کرده است  

پس از تعيين . هاي مختلف در يك يا دو نوار مشترك بودند گونه

ــات    ــدي قطع ــوالي نوكلئوتي ــاي DNAت ــا ۱۸، آغازگره  ۲۳ ت

 DNAنوكلئوتيدي طراحي شد تا توالي نوكلئوتيدي انتهاي قطعه  

 SCAR-Primerايــن آغازگرهــاي اختــصاصي . را تكميــل كنــد

)Sequence characterized amplified region (شوندناميده مي .

تـر    بـوده و اختـصاصي  RAPDاندازه آنها بلندتر از آغازگرهـاي   

ايـن آغازگرهـا حـساسيت كمتـري نـسبت بـه            . كننـد   عمل مـي  

تواننـد    به تغيير شـرايط واكـنش دارنـد و مـي      RAPDآغازگرهاي  

DNA          هاي بـالغ      استخراج شده از توده تخم، لارو سن دوم و ماده

 نماتود اين روش به سن و مرحله رشدي         ،نابراينب. را تكثير نمايند  

صـورت    تواند براي شناسايي اين سه گونـه بـه          بستگي ندارد و مي   

   .)۲۳  و۱۰(سريع، قابل اعتماد و هميشگي استفاده شود 

 براي توليد و توسعه آغازگرهاي اختـصاصي،        ۲۰۰۱در سال      

ــه   ــايي گون ــراي شناس ــاي  ب   M. arenaria ،M. incognitaه

،M. javanica  وM. hapla نشانگر PCR-RAPD كـار بـرده     بـه

 جمعيـت مختلـف از كـشورهاي اروپـايي و آفريقـايي             ۲۶. شد

هاي  شناسي و فنوتيپ و بر اساس خصوصيات ريخت  آوري  جمع

 توسـط   PCR-RAPDبا انجـام    . ها شناسايي شدند    آنزيمي، گونه 

هـا  دسـت آمـده بـين ايـن جمعيـت            آغازگر، چندشکلي به   ۱۲۰

 و  سـازي   همـسانه باندهاي تخصصي براي هر گونه      . بررسي شد 

هـا آغـازگر اختـصاصي        تعيين ترادف شد و بر اساس اين توالي       

 توليـد بانـد     PCRاين آغازگرها در واكـنش      . گونه غربال گرديد  

 .M در باز جفت M. hapla ،۹۵۰ در باز جفت ۱۵۰۰اختصاصي 

arenaria ،۱۳۵۰ در باز جفت M. incognita ،۱۶۰۰ بـاز  جفت 

هـاي ديگـر    اين آغازگرها روي جمعيت. كردند M. javanicaدر

 و نتـايج    شدمناطق جغرافيايي مثل آمريكاي شمالي نيز آزمايش        

بنابراين اين چهار جفـت آغـازگر بـراي         . مشابهي را در برداشت   

 مولـد غـده ريـشه در        نمـاتود شناسايي قطعي چهار گونه عمده      

هاي انجـام    پژوهش ).۲(شناسي معرفي گرديدند    نماتودكتابخانه  

شده در زمينه شناسايي مناطق آلوده ايـران حکايـت از آلـودگي             

خصوص گونه     مولد غده ريشه به    نماتودوسيع مناطق مختلف به     

M. javanica ها و نژادهاي هر گونه، شناسايي دقيق گونه. است

اولين قدم در راه تامين اطلاعـات لازم بـراي تعريـف هـر نـوع                

 براي مهار ايـن بيمـاري مهـم اقتـصادي           سيستم مديريت تلفيقي  

ــه   .اســت ــايي گون ــژوهش شناس ــن پ ــام اي ــدف از انج ــذا ه    ل

M. javanica ــصوصيات ريخــت ــتفاده از خ ــا اس ــي و  ب شناس

سنجي و امکان استفاده از آغازگرهاي اختصاصي در ايران  ريخت

  .باشد مي

  

  هاروش و مواد

ــاطق مختلــف   طــي مــسافرت۱۳۸۳در ســال  ــه من هــايي کــه ب

ــسته ــزارع ســبزي و صــيفي داوران   پ ــان و م کــاري اســتان کرم

 نمونه خاک و ريشه آلـوده       ۱۰۰رفسنجان صورت گرفت، تعداد     

بـراي   ). ۱جـدول   ( گرديد   آوري  جمع مولد غده ريشه     نماتودبه  

دست آوردن يک جمعيت خالص از هر نمونه، يک کيسه تخم      به

 و بزرگ انتخاب گرديد و با پنس سترون به آرامي از ريشه جـدا        

بعـد  .  قرار گرفت  Cormelloمجاور يک نشاء گوجه فرنگي رقم       

ــت  ــشه۶۰-۷۰از گذش ــراي    روز ري ــارج و ب ــدان خ ــا ازگل ه

هـا آمـاده    نماتودمنظور شناسايي و تکثير مجـدد         برداري به  نمونه

  . شدند

ــه    ــه   ب ــايي گون ــور شناس ــتفاده از  M. javanicaمنظ ــا اس  ب

الص سـنجي، پـس از خ ـ       شناسـي و ريخـت      خصوصيات ريخت 

هاي جوان حاوي غـده را در آب نمـک          سازي، قطعاتي از ريشه   

  ها ادهـس مـز و پنـوزن نوک تيـاده از سـرار داده و با استفـق% ۹
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  ۱۳۸۸ بهار/ ) الف(چهل و هفتم شماره  / همسيزدسال / علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۲۸۲  

   مورد مطالعه و کد مولکولینماتودبرداری، ميزبان، گونه  فهرست مکان و تعداد نمونه.۱جدول 

  کد مولکولی  نماتودگونه   تعداد نمونه  ميزبان  محل نمونه برداری

  )فيض آباد(رفسنجان 

  ) هرمزآباد،انار(رفسنجان 

  ) صدرآباد،انار(رفسنجان 

  ) سرزير،انار(رفسنجان 

  ) بهاآباد،انار(رفسنجان 

  )آباد اسماعيل،نوق(رفسنجان

  )آباد قنات علی،خنامان(رفسنجان 

  ) چاه گز،خنامان(رفسنجان 

  ) آزادی،کبوترخان(رفسنجان 

  ) طالق آباد،کبوترخان(رفسنجان 

  ) صبوری،کبوترخان(رفسنجان 

  )ده شيخ( رفسنجان 

  )آباد حجت،آبادهمت( رفسنجان

  ) رضائيه،آبادهمت( ان رفسنج

  )مرکز تحقيقات پسته کشور(رفسنجان 

  ) قندآباد،باغين(کرمان 

  ) محمود زکايی،زرند(کرمان

  )آباد تاج،زرند(کرمان

  ) دريانی،زرند(کرمان

  )ها فاز شيخ،زرند(کرمان

   )۲ نصرآباد ،بردسير(کرمان 

  ) روستای هجين،بردسير(کرمان 

   )۱۰۱ ،شهربابک(سيرجان 

  ) بهمن۲۲ ،شهربابک(سيرجان 

  )دوچاهی(سيرجان 

  )داوران(رفسنجان 

  )داوران(رفسنجان 

  )داوران(رفسنجان 

  رفسنجان 

  )دوچاهی(سيرجان

  رفسنجان 

  )فندقی(پسته 

  )اکبری، کله قوچی(پسته 

  )کله قوچی(پسته 

  )اکبری، کله قوچی(پسته 

  )کله قوچی(پسته 

  )احمد آقايی، کله قوچی، بادامی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )کله قوچی، فندقی(پسته 

  )کله قوچی(پسته 

  )کله قوچی، اکبری(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )کله قوچی، اکبری(پسته 

  )اکبری(پسته 

  )فندقی(پسته 

  )یکله قوچ(پسته 

  )کله قوچی، اکبری، فندقی(پسته 

  فرنگیگوجه

  بادمجان

  خيار

  )فندقی، کله قوچی، بادامی(پسته 

  )فندقی(پسته 

  ) فندقی، کله قوچی، بادامی(پسته 

۴  

۵  

۲  

۳  

۲  

۱۰  

۶  

۴  

۳  

۱  

۲  

۳  

۲  

۳  

۲  

۳  

۵  

۵  

۲  

۱  

۲  

۲  

۲  

۳  

۵  

۳  

۳  

۳  

۴  

۱  

۴  

M. javanica 

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. javanica  

M. incognita  

M. incognita  

M. arenaria  

J1- J4  

J5- J9 

J10 & J11 

J12- J14 

J15 & J16 

J17- J26 

J27- J32 

J33- J36 

J37- J39 

J40 

J41 & J42 

J43- JJ45 

J46 & J47 

J48- J50 

J51 & J52 

J53- J55 

J56- J60 

J61- J65 

J66 & J67 

J68 

J69 & J70 

J71 & J72 

J73 & J74 

J75- J77 

J78- J82 

J83- J85 

 J86 - J88 

J89- J91 

IN1-IN4 

IN5 

AR1-AR4  
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  ...شناسي با استفاده از خصوصيات ريخت Meloidogyne javanica شناسايي گونه 

۲۸۳  

هـاي شـفاف از     منتقـل و بـرش    % ۴۵خارج و به اسـيد لاکتيـک        

 خـالص   انتهاي بدن و ناحيه سر و گـردن تهيـه و بـه گليـسرين              

که از  اي     ماده نماتود کيسه تخم مربوط به هر       چنين  هممنتقل شد   

. آنها برش تهيه شد در آب مقطر سترون درون پتري قرار گرفت           

ها تفريخ شدند      تخم C۲۸° ساعت در دماي     ۲۴-۴۸پس از مدت    

سپس کشتن و تثبيت کردن لاروهاي سن دوم به روش دگريس           

گيري تعداد افراد اندازه  . شدانجام گرفت و اسلايد دايم تهيه       ) ۲(

 شده  آوري  جمعهاي  نماتودشده براي تشخيص گونه به فراواني       

 ۲۵ تـا    ۲۰هـا    کلي در مـاده    طور  به. بستگي داشته و متفاوت بود    

- فرد براي تشخيص گونه انـدازه      ۳۰ تا   ۲۵فرد و لارو سن دوم      

  .گيري شدند

 بـا  M. javanica و شناسـايي گونـه   DNAجهت اسـتخراج     

مـراز، چنـدين روش مـورد    اي پلـي اده از واکـنش زنجيـره  اسـتف 

به روش سـيلوا   DNA استخراج استفاده قرار گرفت و در نهايت     

:  انجـام گرفـت    زيـر با کمي تغييرات به شـرح       ) ۲۰ (و همکاران 

 ماده بالغ، لارو سن دوم، تخم و يا نماتود ميکروليتر  ۳۰-۵۰ابتدا  

 دو بار سترون،    مخلوط تخم و لارو سن دوم معلق در آب مقطر         

 دور در دقيقـه  ۱۰۰۰۰ليتري در   ميلي ۵/۱هاي  بدرون ميکروتيو 

 در نمـاتود هـاي حـاوي   لولـه .  دقيقه رسوب داده شـد     ۵مدت    به

نيتروژن مايع قرار گرفت سپس نمونه به هاون کوچک منتقـل و            

 ميکروليتـر بـافر     ۷۰۰. کاملا در حضور نيتروژن مايع ساييده شد      

 ۸mM Tris-HCl pH۱۰۰،M NaCl ۴/۱،mM EDTA(استخراج 

۲۰،CTAB ۳ %وβ-mercaptoethanol ۱ ( % ها نمونه. اضافه شد

 دقيقـه   ۱۰مدت     و به  C ۶۵°  دقيقه در حمام آب گرم     ۳۰مدت    به

 دور در   ۶۰۰۰در مرحله بعد در     . ي شدند دار  نگه C ۴۰°در دماي 

 دقيقه رسوب داده شدند و فاز رويي بـه لولـه            ۱۰مدت    دقيقه به 

 -سـپس هـم حجـم آن، مخلـوط کلروفـرم          . ل گرديد جديد منتق 

اضافه و پس از يک تکان شديد و مخلوط         ) ۲۴:۱(ايزوآميل الکل 

 دور در دقيقه سانتريفوژ  ۱۳۰۰۰ دقيقه در    ۱۵مدت    شدن کامل به  

پس از اتمام اين مرحله فاز رويي به لوله جديد منتقل و هم  . شد

 قيقـه در  مـدت ده د     حجم آن ايزوپروپانول سرد اضافه شد و بـه        

°C۲۰-        ۱۳۰۰۰ دقيقـه در     ۱۵مـدت      قرار گرفت و پس از آن بـه 

رسوب حاصل پس از شستشو با      . دور در دقيقه رسوب داده شد     

و سانتريفوژ مجدد در دماي محيط خشک و سـپس          % ۷۰اتانول  

بـراي  .  ميکروليتر آب مقطر دو بار سترون حل گرديد۲۰-۳۰در  

هـاي  جمعيـت اسـتخراج شـده از       DNAتعيين کميت و کيفيت     

 الکتروفــورز ژل آگــارز و روش اســپکتروفوتومتريمختلــف از 

در ايـن تحقيـق دو جفـت آغـازگر اختـصاصي            . استفاده گرديد 

OPARjav OPAFjav/) ۲۳ ( وMjavf / Mjavr) ۳ ( ــراي بـ

ايـن دو  . مورد استفاده قرار گرفـت  M. javanicaشناسايي گونه 

-PCRليز  بـا توجـه بـه آنـا    SCARبر پايـه روش   جفت آغازگر

RAPD معرفي شده و داراي توانايي رديابي اختصاصي گونه M. 

javanica اين آغازگرها توسط شـرکت آلمـاني        . باشند ميTIB-

Molbiol    تهيـــــــه شـــــــده و تـــــــوالي آنهـــــــا در   

 بـراي جلـوگيري از      PCRدر واکـنش    .  ذکر شده است   ۲جدول  

خطاهاي احتمالي در هنگام برداشتن مقادير کم مواد و نيز بـراي            

  راحتــي و ســرعت عمــل بيــشتر، اقــدام بــه تهيــه محلــول پايــه

)Stock solution (دليل استفاده از بيش از يک آغازگر،  به .گرديد

هاي حرارتي هر آغازگر جداگانه تنظيم شد که بسته         شرايط چرخه 

 پس از مرحلـه     C ۴°دماي  . به مورد آزمايش از آنها استفاده گرديد      

ها تنظيم شـد،    اني در تمام برنامه   عنوان چرخه پاي    گسترش نهايي به  

 PCRواکـنش   .  اهميـت دارد   PCRاين دما براي حفـظ محـصول        

حجـم   در   OPARjav /OPAFjavبراي جفت آغازگر اختصاصي     

ــامل ۲۵ ــر ش ــافر ۵/۲ ميکروليت ــر ب  ۲/۰، )PCR) X١٠ ميکروليت

 ميکرومــولار از هــر يــک از dNTPS ،۲۴/۰مــولار از هــر  ميلــي

  ميکروليتـر ۲ و Unit/µl۵/۱ Taq DNA Polymeraseآغازگرها، 

DNA   الگو )ng/µl ۲۵ (        با برنامه حرارتي شامل يک مرحلـه دو

 ٦٤ C° ثانيه، ۳۰ براي   ٩٤ C° چرخه   ٣٥و سپس    ٩٤ C°اي در  دقيقه

در پايان يک   .  براي يک دقيقه انجام گرفت     ٧٢ C° ثانيه و    ۳۰براي  

 پـنج دقيقـه در نظـر گرفتـه      براي٧٢ C°مرحله گسترش نهايي در     

 Mjavf / Mjavrبراي جفت آغازگر اختصاصي  PCR  واکنش.شد

ــز ــم  در ني ــامل  ۲۵حج ــر ش ــافر ۵/۲ ميکروليت ــر ب   ميکروليت

PCR)X١٠(  ،۵/۰ مـولار    ميليMgCl2  ،۲/۰  مـولار از هـر       ميلـي

dNTPS ،۲۴/۰ ،ميکرومــــولار از هــــر يــــک از آغازگرهــــا   
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  ۱۳۸۸ بهار/ ) الف(چهل و هفتم شماره  / همسيزدسال / علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۲۸۴  

  M. javanica مشخصات آغازگرهای اختصاصی گونه . ۲جدول 

  نام آغازگر  توالی نوکلئوتيدی  )bp(قطعهطول 

۶۷۰  5'-ggTgCgCgATTgAACTgAgC-3'  

5'-CAggCCCTTCAgTggAACTATAC-3'  

OPAFjav  

OPARjav  

۱۶۰۰  5'-CCTTAATgTCAACACTAgAgCC-3' 
5'-ggCCTTAACCgACAATTAgA-3'  

Mjavf 
Mjavr 

  

Unit/µl۵/۱Taq DNA Polymerase ميکروليتر۲ و  DNA الگو 

)ng/µl ۲۵ (اي در ا برنامه حرارتي شامل يک مرحلـه دو دقيقـه   ب

°C چرخه ٣٥و سپس    ٩٤ °C ثانيه، ۳۰ براي ٩٤ °C ۳۰براي  ٥٨ 

 براي يک دقيقه و در پايان يـک مرحلـه گـسترش     ٧٢ C°ثانيه و   

براي جلـوگيري از    . انجام گرفت  پنج دقيقه   براي ٧٢ C°نهايي در 

بـه  ) Mineral Oil(تبخير مواد يک قطره روغن معـدني سـترون   

هـا در دسـتگاه ترموسـايکلر       هر لوله اضافه شـد و سـپس لولـه         

)Genius FGEN 05 TD (  پـس ازاتمـام واکـنش    .قـرار گرفتنـد 

PCR،lµمحــصول  از٥ PCR بــا دو ميکروليتــر بــافر بارگــذاري 

 TBE)  Trisدر بـافر  % ٢/١هاي ژل آگارز  مخلوط و در چاهک

Borate EDTA( ــارگيري شــد و نــشانگر  (λ Roche MIII ب

HindIII-EcoRI (     طور جداگانه بـراي     نيز در اولين چاهک ژل به

  تخمين اندازه قطعات توليدي استفاده گرديد

  

   و بحثنتايج

شناسـي و    با استفاده از خـصوصيات ريخـت  M. javanicaگونه 

هاي بـالغ و لارو سـن دوم بـر اسـاس منـابع              ماده سنجي  ريخت

 ـ). ۱۶ و   ۱۲،  ۶،  ۵،  ۴(موجود شناسايي شد      هـا نـسبتاً   دن مـاده  ب

گرد، گردن مشخص، شيري رنگ، انتهاي بدن همسطح بـا بقيـه            

بدن و يا کمي برجسته، سر همطراز با بدن با کلاهک مـشخص،             

سر داراي يک شيار عرضي پس از کلاهک سر، شبکه کوتيکولي           

% ۶/۵۰با رشد متوسط، اسـتايلت باريـک و قـسمت مخروطـي             

شـبکه  ). ۳جدول  (اشد  بطرف پشتي خميده مي     طول کل آن و به    

کوتيکولي انتهاي بدن گرد تا بيضي شکل، کمـان پـشتي گـرد و              

پهن تا کمي بلند و گاهي تخت و پخ، شـيارها صـاف تـا کمـي                 

موج دار، ممتد يا شکسته، انتهاي دم غالبـا مـشخص و خطـوط              

 مشخص شبکه کوتيکولي انتهاي بـدن       طور  بهسطوح جانبي بدن    

يم مـي کننـد و فازميـدها    را به دو قسمت پشتي و شـکمي تقـس      

صورت ته سنجاقي در بين خطوط سطوح جانبي به فاصله هم            به

لاروهـاي سـن    ). ۱شکل  (عرض فرج و يا کمتر ديده مي شوند         

دوم کرمي شکل با بدني کوچـک و باريـک کـه پـس از تثبيـت                 

.  بـاز در مـي آينـد       Cصورت کشيده تا به شـکل حـرف           شدن به 

 شـيار   ۴ح جـانبي بـا      پوست با شيارهاي عرضي ظريف و سطو      

 ۱۸ تـا    ۵/۱۵طولي، سر همطراز بدن، استايلت باريک بـه طـول           

هاي استايلت گرد و جانبي و قـسمت مخروطـي            ميکرومتر، گره 

کمي بلندتر از قسمت استوانه اي، دم مخروطي شـکل و انتهـاي    

 ميکرومتر وهيـالين    ۵۷ تا   ۴۶طور ظريفي گرد شده با طول         آن به 

  .)۳جدول (تر مي باشد  ميکروم۱۶ تا ۱۱به طول 

منظـور انتخـاب روش مناسـب و مطمـئن            در اين تحقيق بـه       

، )۲۱(سـوين و همکـاران     : ، چهـار روش   DNAجهت استخراج   

و روش سـيلوا و     ) ۳(، دانگ و همکاران     )۹(فارگت و همکاران    

ها، از  در مقايسه روش  . مورد ارزيابي قرار گرفت   ) ۲۰(همکاران  

 در تمامي   DNAن، هزينه و خلوص     آنجايي که عواملي مانند زما    

هاي مورد استفاده يکسان بـود، روش سـيلوا و همکـاران             روش

 از نظر کميـت، مناسـب تـشخيص داده          DNAجهت استحصال   

هـاي مـورد مطالعـه بـه ايـن روش            کليـه جمعيـت    DNAشد و   

 هر نمونه   lµ ۳۰ استخراج شده از     DNAمقدار  . استخراج گرديد 

نسبت اسيد نوکلئيـک بـه پـروتئين      نانوگرم و    ۲۰۰ تا   ۹۰ نماتود

)۲۸۰/۲۶۰OD  ( کميت و .  متغير بود۹/۱ تا ۶/۱در اين روش از

  دست آمده از لارو سن دوم و تخـم نـسبت بـه                به DNAکيفيت  
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۲۸۵  

  M. javanicaهای بالغ و لارو سن دوم گونه  سنجی مادهمشخصات ريخت. ۳جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

از آنجـايي کـه     . تـر ارزيـابي شـد     هاي ماده بـالغ مطلـوب     نماتود

دستيابي به لارو سن دوم نياز به وقت بيشتري داشـت، در کليـه              

 اسـتفاده گرديـد     DNA جهت اسـتخراج     نماتودها از تخم    نمونه

 در تمـام    DNA ، غلظـت  PCRجهت انجـام واکـنش      ). ۲شکل(

هاي انجام   در آزمايش  ).۳شکل  ( تنظيم گرديد    ng/µl۲۵ها  نمونه

شده اوليه هر دو جفـت آغـازگر، بانـدهاي غيـر اختـصاصي در             

  بالاي باند اصـلي توليـد کردنـد امـا ايـن بانـد اضـافه در گونـه                

M. incognita ،M. arenaria  عنـوان کنتـرل     و آب مقطر کـه بـه

 بـا توجـه بـه       .ه بودند تکثير نـشد    منفي در آزمايش گنجانده شد    

 عوامـل   تأثير تحت    معمولاً PCRهاي استوار بر پايه     که روش  اين

 الگو، غلظت آغازگر مورد استفاده، دماي DNAمختلف از جمله 

گيرند، بنابراين تغيير مقـادير      قرار مي  PCRاتصال و ترکيب بافر     

 از  در ايـن تحقيـق    .  الزامي اسـت   PCRشرايط واکنش   مواد و تنظيم    

عامل تغيير دماي اتـصال بـراي هـر دو جفـت آغـازگر در محـدوده                 

دماي ترين استفاده گرديد و بدين ترتيب مناسب    C ۶۶ -۴۸°دمايي

 و بـراي    OPARjav/OPAFjav  ،°C ۶۴اتصال براي جفـت آغـازگر       

 از چنين هم.  در نظر گرفته شدMjavf / Mjavr ،°C ۵۸جفت آغازگر 

   PCRســازي واکــنش راي بهينــه نيــز بــMgCl2عامــل تغييــر ميــزان 

 لارهای سن دوم

  )به ميكرومتر(

ها ماده  

)به ميكرومتر(  

 مشخصات

 

)٣٩٥ -٤٢٠) ٨/٤١٠  )٦٩٠-٩٦٤) ٣/٨٢٨  طول بدن 

)٩-١١) ٨/١٠  )٣٥٠-٥٣٠) ٤٦٣  عرض بدن 

)٥/١٠-١٣) ٤/١١  )٥/١٥-١٨) ١٦  طول استايلت 

)١-٦/١) ٤/١  )٢-٣) ٦/٢  ارتفاع گره استايلت 

)٢-٤/٢) ٢/٢  )٢-٥) ٤  عرض گره استايلت 

)٥/٢-٤) ٢/٣  )٣-٦) ٦/٤  محل ريزش محتواي غده پشتي 

- )٤٢-٤٧) ٤٥  حد فاصل انتهاي بالايي تا روزنه ترشحي 

- )٩٠-٩٦) ٢/٩٣  حد فاصل انتهاي بالايي تا مركز حباب مياني 

- )١٨-٣٠) ٢٥  طول شكاف فرج 

- )١٢-٣٢) ٥/١٧  فاصله فرج تا مخرج 

- )٢٠-٣٠) ٢٥  فاصله بين دو فاز ميد 

)٤٦-٥٧) ٤/٥٢  طول دم - 

)١١-١٦) ١٣ هاي دمطول بخش شفاف انت -   

)٧-٩) ٣/٨ طول دم/ طول بدن -   
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۲۸۶  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  M. javanicaشبکه کوتيکولی انتهای بدن ماده بالغ گونه . ۱شکل 

  

  

  

  

  

  

 ۱۰، نماتود استخراج از تخم ۵ استخراج از ماده بالغ، ۴ و ۳، ۲، ۱(سيلوا و همکاران : های استخراج شده با روشDNA الکتروفورز .۲شکل 

 استخراج ۸( ، دانگ و همکاران ) استخراج از لارو سن دوم۷، نماتود استخراج از تخم ۶(، فارگت و همکاران )و سن دوماستخراج از لار

 استخراج ۱۴، نماتود استخراج از تخم ۱۲ و ۱۱ استخراج از ماده بالغ، ۱۳(، سوين و همکاران ) استخراج از لارو سن دوم۹، نماتوداز تخم 

  III DNA نگرنشا) Mو ) از لارو سن دوم

  

µm۱۰  

µm۱۰  

µm۱۰ 

µm۱۰ 

۱۱۰  

  

۱۹  

ng/µl  
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  ...شناسي با استفاده از خصوصيات ريخت Meloidogyne javanica شناسايي گونه 

۲۸۷  

  

  

  

  

  

  

  

  

   III DNA باندهای نشانگرDNA استخراج شده با روش سيلوا و همکاران با استفاده از مقدار DNA تعيين غلظت .۳شکل 

M ( نشانگرIII DNA      J3-J92 ( های مختلف گونه جمعيتM. javanica IN4-IN73       (های مختلف گونه جمعيتM. incognita  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 -M. javanica) J1های مختلف گونه  در جمعيت/ OPARjav OPAFjav جفت بازی توسط جفت آغازگر ۶۷۰ تکثير باند .۴شکل 

J17  ( نشانگر III DNA) m             (گونهM. incognita ) 18          (گونه M. arenaria )19( آب مقطر             )20(  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  )M. javanica)J1- J16 های مختلف گونه  در جمعيتMjavf / Mjavrازی توسط جفت آغازگر  جفت ب۱۶۰۰ تکثير باند .۵شکل 

  )19(آب مقطر              )18( M. arenaria گونه)           17 ( M. incognitaگونه)               III DNA)m  نشانگر

۲۶ 

۱۱۰  

  

ng/µl 

bp ۸۳۱ 
bp ۵۶۴ bp ۶۷۰ 

 

bp ۲۲۰۷ 
bp ۱۵۸۴ bp ۱۶۰۰ 
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  ۱۳۸۸ بهار/ ) الف(چهل و هفتم شماره  / همسيزدسال / علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۲۸۸  

 مـورد آزمـايش قـرار       MgCl2هاي مختلـف    غلظت. استفاده شد 

  تـــرين غلظـــت بـــراي جفـــت آغـــازگرگرفـــت و مناســـب

 OPARjav OPAFjav / ۵/۱لذا ديگر . مولار تعيين گرديد ميلي

نيازي به اضافه کردن کلريد منيزيم نبوده و همان کلريـد منيـزيم            

ميزان مورد نياز کلريد منيـزيم      .  کافي است  PCRموجود در بافر    

 .مولار تعيين شـد هاي مربوط به آغازگر ديگر دو ميلي  در واکنش 

مولار کلريد منيزيم اضافه گرديـد تـا     ميلي ۵/۰لذا در هر واکنش     

اين آغازگرهـا بـا غلظـت کلريـد         . مين گردد أغلظت مورد نياز ت   

منيزيم و دماي اتصال جديد آزمايش شدند، نتايج حاصل از اين           

جفت آغـازگر   . آزمايش حاکي از حذف باند غير اختصاصي بود       

OPARjav OPAFjav / بازي را در کليـه   جفت۶۷۰، يک قطعه

و ايـن  ) ۴شـکل  (تکثير نمـود   M. javanicaهاي گونه جمعيت

.  متمـايز کـرد  M. arenaria و M. incognitaگونـه را از گونـه   

دست آمده توسط زيلسترا      نتايج حاصله از اين تحقيق با نتايج به       

نيـز  ) ۲۳(زيلـسترا و همکـاران   ). ۲۳(و همکاران مطابقـت دارد    

هـاي   از توده تخم، لارو سن دوم و مـاده  DNA پس از استخراج

 و تكثيـر  / OPARjav OPAFjavبالغ با استفاده از جفت آغازگر

هـا   را از ديگـر گونـه  M. javanicaي، گونه باز جفت ۶۷۰قطعه 

متمايز نمودند و ثابت کردند کـه ايـن روش بـه سـن و مرحلـه                 

تواند بـراي شناسـايي سـريع،          بستگي ندارد و مي    نماتودرشدي  

  . اعتماد و هميشگي اين گونه استفاده شودقابل

جفت آغازگر ديگري که در اين تحقيق براي شناسايي گونه             

M. javanica       مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت آغـازگر اختـصاصي 

Mjavf / Mjavr   ــت ــه جمعي ــه در کلي ــود ک ــه  ب ــاي گون   ه

M. javanica ايـن  . ي را تکثير نمـود باز جفت ۱۶۰۰، يک قطعه

 مشاهده نـشد  M. arenaria و M. incognitaقطعه در دو گونه 

دسـت آمـده توسـط دانـگ و            نتايج حاصل با نتايج به     ).۵شکل(

 جمعيـت   ۲۶) ۳(دانگ و همکـاران     ). ۳(همکاران مطابقت دارد    

 مولد غده ريشه از كشورهاي اروپايي و آفريقايي         نماتودمختلف  

 را بــر اســاس خــصوصيات M. javanica و گونــه آوري جمــع

پـس از   . هاي آنزيمي شناسـايي كردنـد       ي و فنوتيپ  شناسريخت

 بـا آغـازگر اختـصاصي       PCRبا انجـام واکـنش       DNAاستخراج

Mjavf / Mjavr هــاي  ي در جمعيــتبــاز جفــت ۱۶۰۰، قطعــه

ايـن آغازگرهـا روي   . دسـت آوردنـد    بـه M. javanicaمختلف 

هاي ديگر مناطق جغرافيايي مثل آمريكـاي شـمالي نيـز             جمعيت

بنـابراين ايـن    . نتـايج مـشابهي را در برداشـت       آزمايش گرديد و    

 در M. javanicaجفـت آغـازگر بـراي شناسـايي قطعـي گونـه       

تــوان جهــت لــذا مــي. شناســي معرفــي گرديــدنماتودكتابخانــه 

ــه  ــايي گون ــار روشM. javanicaشناس ــران در کن ــاي  در اي ه

گير و نيازمند مهـارت و توانـايي          شناسي که مشكل، وقت   ريخت

گيـر و     هاي بيوشيميايي که وقـت     روش چنين  همو  باشد    زياد مي 

گيرد و نيازمند مقـادير نـسبتاً        شرايط محيطي قرار مي    تأثيرتحت  

 نماتودفراواني از موجود زنده و مرحله خاصي از چرخه زندگي 

  .هستند از آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق استفاده گردد

  

  استفاده مورد  منابع
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